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1 .  G L O S S A R I U M
3‘ / 5‘ Richtungsangaben auf einem Nukleinsäurestrang. Die Ziffern beziehen 
sich auf ein Kohlenstoffatom des (Desoxy-)Riboserests einer Base / ei-
nes Nukleotids
AP Alkalische Phosphatase
ARMS Amplification-Refractory-Mutation-System, eine mutationsspezifische Art
der Polymerase-Kettenreaktion
BSA Bovines Serumalbumin
cDNA Komplementäre (engl. Complementary) DNA: DNA, die durch Reverse 
Transkriptase von der mRNA kopiert wurde
COSMIC Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer: ein frei zugängliches Ver-
zeichnis bekannter somatischer Mutationen in Tumoren
Cp-Wert Crossing Point: Maß der Zyklenzahl bis zur Signaldetektion in der RT-
PCR
DAB Diaminobenzidin
DNA Desoxyribonucleic Acid: Desoxyribonukleinsäure
dNTP 2´-Desoxyribonucleosid-5´-Phosphat
EBV Epstein-Barr-Virus
FFPE Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes Gewebe
FRET Förster-Resonanzenergietransfer
gDNA Genomische DNA
HGMD Human Gene Mutation Database: ein frei zugängliches Verzeichnis be-
kannter Genmutationen
HQ-Read High Quality-Read: Bezeichnung für eine Sequenzauslesung im NGS, 
welche zuvor definierten Qualitätsansprüchen genügt
IHC Immunhistochemie
L-Kategorie Lymphgefäßinvasion






NGS Next Generation Sequencing
OMIM Online Mendelian Inheritance in Men: eine umfangreiche Datenbank 
menschlicher Gene und Genvariationen
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PCR Polymerase Chain Reaction: Polymerasekettenreaktion
pTNM Akronym für die gängigste Tumorklassifikation, u.a. beim Magenkarzi-
nom
p  = Pathologische Erhebung, im Gegensatz zur klinischen
T  = Ausbreitung des Primärtumors
N = Fehlen oder Vorhandensein und Ausbreitung von regionären 
Lymphknotenmetastasen
M =  Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen
(q)RT-PCR Quantitative Real Time PCR: Echtzeit-PCR-Verfahren zur Quantifizie-
rung eines spezifischen Nukleinsäureabschnitts
RFLP Restriktionsfragment-Längenpolymorphismusanalyse: Teilverfahren ei-
ner Sequenziertechnik
RNA Ribonucleic Acid: Ribonukleinsäure
SNP Single Nucleotide Polymorphism: Einzelnukleotidpolymorphismus
Taq-Polymerase DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus (Taq)
TBS Tris-gepufferte Kochsalzlösung
TMA Tissue Micro Array
UICC Union internationale contre le cancer
UKSH Universitätsklinikum Schleswig-Holstein
V-Kategorie Veneninvasion
WES Whole Exome Sequencing
WGS Whole Genome Sequencing
WHO World Health Organization
Hinweis zur Nomenklatur: Gennamen werden in der folgenden Arbeit in kursiver Schrift, Proteinna-
men in stehender Schrift wiedergegeben.
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1 .  E I N L E I T U N G
1.1 Next Generation Sequencing 
Der Einzug neuer Sequenziermethoden in die Erforschung unterschiedlicher Malignome hat zu ei-
ner Vielzahl neuer Erkenntnisse in der Onkologie geführt. Das Tumorzellgenom mit dem soma-
tischen Genom zu vergleichen und somit Rückschlüsse auf die genetische Tumorpathogenese zu 
ziehen, ist eine hoch aktuelle Methodik, welche einen hohen Stellenwert für das immer exakter 
werdende ätiopathologische Verständnis von Neoplasien hat.1,2
Die Sequenziermethoden der „ersten Generation“, wie Sanger- und Pyro-Sequenzierung stellen 
zwar weiterhin etablierte und kostengünstige Methoden für die Sequnezierung kurzer DNA-
Sequenzen dar, wurden bei der Sequenzierung größerer DNA-Mengen jedoch nahezu vollständig 
durch Methoden der „zweiten Generation“ ersetzt.3 Diese wurden aufgrund ihrer Bedeutung für die 
Wissenschaft von der Fachzeitschrift Nature Methods sogar zur Methode des Jahres 2007 gekürt.4
Die neuen Methoden unterscheiden sich in ihrer technischen Beschaffenheit zum Teil beträchtlich. 
Die meisten Sequenzierplattformen der zweiten Generation nutzen entweder den Nachweis von 
Fluoreszenzfarbstoffen im Rahmen der Bindung eines Nukleotids im Prozess der DNA-Polymeri-
sation oder sie detektieren hierbei durch die Abspaltung einer Pyrophosphatgruppe vom Nukleotid 
freiwerdende Wasserstoffionen. Ihnen ist jedoch methodisch gemeinsam, dass eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) zur Vervielfältigung der zu analysierenden DNA erfolgen muss, um ausrei-
chende Signalstärken bei der Detektion zu erhalten. Bei den Sequenziermethoden der „dritten Ge-
neration“, die die Sequenzierung einzelner DNA-Moleküle erlauben, entfällt dieser Schritt. Aktuell 
hat diese Methodik jedoch noch bei weitem nicht die Relevanz für die onkologische Forschung er-
langt, die die Sequenziermethoden der zweiten Generation innehaben. Dies ist zum einen vor al-
lem der bislang noch vorhanden hohen Fehlerrate und -anfälligkeit, zum anderen aber auch den 
hohen Kosten für die entsprechenden Gerätschaften geschuldet.
Neben den Begriffen High Throughput Sequencing und Deep Sequencing hat sich Next Generati-
on Sequencing für die Technik der automatisierten Simultan-Sequenzierung hoher Mengen an Nu-
kleinsäure etabliert. Dieses Verfahren hat inzwischen bei der Erforschung des Genoms von Tumor-
zellen einen sehr hohen Stellenwert erlangt. Es sind inzwischen unterschiedliche Verfahren eta-
bliert.  Den meisten dieser noch jungen Verfahren ist gemein, dass die zu sequenzierende DNA 
aufbereitet, zumeist fragmentiert und anschließend an eine Feststoffmatrix gebunden wird. An-
schließend erfolgt basenweise eine matrixgebundene Amplifikation mit einer speziellen Polyme-
rase-Kettenreaktion. Bei dieser so genannten „Bridge-PCR“ entsteht durch gleichzeitige Matrixan-
heftung des 3‘ und 5‘-Endes der amplifizierten Nukleinsäure eine „Brücke“, welche dann nach er-
folgter Synthese des Komplementärstranges so denaturiert wird, dass jeweils ein DNA-Strang am 
3‘- und einer am 5‘-Ende gebunden bleibt. Somit entstehen räumliche Cluster identischer DNA-
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Abschnitte, die dann jeweils als Vorwärts- und Rückwärts-Strang in enger räumlicher Ausdehnung 
auf der Matrix verankert sind.  Die so amplifizierten DNA-Fragmente können auf unterschiedliche 
Weise analysiert werden. Verfahren der Firma Illumina (Illumina; San Diego, CA, USA), die zurzeit 
einen hohen Stellenwert unter den Sequenzierverfahren genießen, nutzen beispielsweise an unter-
schiedliche Nukleotide gebundene Fluoreszenzfarbstoffe. Diese sind zusätzlich mit einem Inhibitor-
molekül versehen, sodass immer nur ein Nukleotid pro Zyklus bindet. Nach jeder Zugabe von mar-
kierten Nukleotiden (Bindungsvorgang) erfolgt über deren Fluoreszenz die Detektion des jeweils 
zuletzt gebundenen Nukleotids mit einer Kamera und anschließend die Abspaltung des am 3'-
Ende der DNA befindlichen Inhibitormoleküls zur Ermöglichung der Bindung des jeweils nächsten 
Nukelotids. An jedem Bildpunkt entsteht eine spezifische Abfolge von Fluoreszenzsignalen, mit der
die Basensequenz des gebundenen DNA-Fragments rekonstruiert wird. Da zahlreiche Fragmente 
zeitgleich auf derselben Matrix sequenziert werden, wird so eine Datenmenge aus teilweise über-
lappenden Basensequenzen generiert, die nach automatisierten Algorithmen anhand ihrer Über-
lappung wieder aneinandergefügt werden. Da im Idealfall für jeden Abschnitt des zu sequenzieren-
den Erbgutes mehrere Kopien vorliegen, bietet das Verfahren durch hohe Redundanz des Sequen-
zierergebnisses für jeden Abschnitt eine hohe Sicherheit bei der Rekonstruktion der Gesamtse-
quenz. Die Anzahl identischer abgedeckter Basenabfolgen wird als „Coverage“ bezeichnet, eine 
Abfolge von Nukleotid-Signalen über einem Bildpunkt als „Read“. Neben dem Analysieren eines 
gesamten Genoms in vergleichsweise kurzer Zeit bei hoher Kosteneffizienz, dem sogenannten 
Whole Genome Sequencing (WGS), ist mit gezielten Verfahren auch die Analyse des Exoms 
(Whole Exome Sequencing, WES) oder Transkriptoms auf RNA-Ebene einer Probe möglich. 
Eine Vielzahl detektierter Mutationen liegt außerhalb codierender Genabschnitte bzw. funktionell 
relevanter Bereiche. Sie haben somit vermutlich keinen Einfluss auf die Primärstruktur des codier-
ten Proteins. Es ist deshalb sinnvoll, mithilfe von Datenbanken und Algorithmen eine Einschätzung 
zu treffen, welche der Mutationen mit besonders hoher Wahrscheinlichkeit für die jeweilig unter-
suchte Tumorentität tumorbiologisch relevant ist. Weil NGS enorme Mengen an Daten generiert, 
werden bioinformatisch gestützte Verarbeitungstechniken bei der Datenauswertung unerlässlich.
Beim kolorektalen Karzinom ist durch die Sequenzierung zahlreicher Tumorgenome eine Reihe 
von überdurchschnittlich häufig betroffenen Genen festgestellt worden. Darunter befindet sich auch
die heute bereits therapieentscheidende KRAS-Mutation.5 Die neuartigen Sequenziermethoden 
können nicht nur bei der Aufdeckung von tumorassoziierten Treiber-Mutationen eingesetzt werden,
sondern auch neue therapeutische Angriffspunkte für die zielgerichtete Medizin liefern. Inzwischen 
gibt es erste Ansätze, Tumorgenome zur Therapieplanung bei einzelnen Patienten zu sequenzie-
ren, um eine möglichst effektive und schonende medikamentöse Krebsmedizin zu etablieren.6
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1.2 Das Magenkarzinom
Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist das Magenkarzinom nach dem Lun-
gen- und Leberkrebs die weltweit dritthäufigste zum Tode führende Krebserkrankung.7 Männer sind
insgesamt häufiger vom Magenkarzinom betroffen als Frauen.8 Generell tritt das Magenkarzinom 
häufiger im fortgeschrittenen Lebensalter auf. Von den weltweit für das Jahr 2008 geschätzten 989
600 Neuerkrankungen entfallen etwa 70% auf Entwicklungsländer.9 Es gibt in Ostasien mit 42,2 
Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner eine über vierfach höhere Inzidenz von Magenkrebs als 
in Westeuropa mit einer Inzidenz von 9,0 Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner.9 In Japan gibt 
es eine besonders große Anzahl von Magenkrebsfällen. Es wurde deshalb in Japan ein Screening-
Programm eingeführt, das die Mortalität deutlich senken konnte. Auch in Südkorea, wo die Inzi-
denz der Erkrankung eine der höchsten weltweit ist, werden endoskopische Vorsorgeuntersuchun-
gen ab dem vollendeten 40. Lebensjahr angeboten.7 Magenkarzinome werden durch das Scree-
ning-Programm in einem wesentlich früheren Stadium erkannt und können damit kurativ behandelt
werden.10
Der histologische Phänotyp des Magenkarzinoms gilt trotz intensivierter Suche nach neuen Klassi-
fikationen und dem Versuch einer Einteilung nach pathophysiologischen Gesichtspunkten als sehr 
heterogen. Am längsten etabliert ist die auch heute noch gebräuchliche Einteilung nach Laurén, in 
den intestinalen Typ, den diffusen Typ, den Mischtyp und den nichtklassifizierbaren Typ.  Weitere 
Klassifikationssysteme, wie das von der WHO 2010 veröffentlichte (→ Tabelle 1), unterscheiden 
deutlich mehr Typen, deren therapeutische und prognostische Bedeutung Gegenstand aktueller 
Untersuchungen ist. Weitere Klassifikationen haben sich unterdessen nicht durchsetzen können, 
da ihre Einteilung kaum oder vergleichsweise wenig therapeutische oder prognostische Konse-
quenz nach sich zieht. Die Notwendigkeit, auch molekulargenetische Aspekte in die Klassifikation 
mit einzubeziehen, wurde schon von mehreren Autoren thematisiert, jedoch mangels ausreichen-
den Wissens um molekularbiologische und therapeutisch/prognostisch relevante Merkmale nicht 
konsequent umgesetzt.11 
NGS – ist die Detektion tumorspezifischer SNPs der Schlüssel zur Pathobiologie des Magenkarzinoms?                6
Tabelle 1: WHO-Klassifikation der epithelialen Tumoren (Lauwers et al. 2010)
Adenokarzinom
1) Papilläres Adenokarzinom 
2) Tubuläres Adenokarzinom
3) Muzinöses  Adenokarzinom
4) Gering kohäsives Karzinom (einschließlich Siegelringzellkarzinom und anderer Varianten) 
5) Gemischtes Adenokarzinom
Adenosquamöses Karzinom
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Die Stadieneinteilung des Magenkarzinoms in prognostische Gruppen erfolgt weltweit am häufigs-
ten nach der TNM-Klassifikation. In der achten Version von 201612 erfolgt die Einteilung gemäß fol-
genden tabellarisch aufgeführten Kriterien:










Primärtumor kann nicht beurteilt werden TX TX TX
Kein Anhalt für Primärtumor T0 T0 T0
Intraepithelialer Tumor ohne Infiltration der Lamina propria (CIS) Tis Tis Tis
Tumor infiltriert Lamina propria oder Submukosa T1
Tumor infiltriert Lamina propria oder Muscularis mucosae T1a T1a
Tumor infiltriert Submukosa T1b T1b
Tumor infiltriert Muscularis propria T2a T2 T2
Tumor infiltriert Subserosa T2b T3 T3
Tumor perforiert Serosa  T3 T4a T4a
Tumor infiltriert benachbarte Strukturen T4 T4b T4b
Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden NX NX NX
Keine regionären Lymphknotenmetastasen N0 N0 N0
Metastasen in 1 bis 6 regionären Lymphknoten N1
Metastasen in 1 bis 2 regionären Lymphknoten N1 N1
Metastasen in 7 bis 15 regionären Lymphknoten N2
Metastasen in 3 bis 6 regionären Lymphknoten N2 N2
Metastasen in mehr als 15 regionären Lymphknoten N3
Metastasen in 7 bis 15 regionären Lymphknoten N3a N3a
Metastasen in 16 oder mehr regionären Lymphknoten N3b N3b
Keine Fernmetastasen M0 M0 M0
Fernmetastasen M1 M1 M1
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Tabelle 3:  Stadieneinteilung anhand der pTNM-Klassifikation in der 8. Auflage
T N M
Stadium 0 Tis N0 M0
Stadium IA T1 N0 M0
Stadium IB T1 N1 M0
T2 N0 M0
Stadium IIA T1 N2 M0
T2 N1 M0
T3 N0 M0




Stadium IIIA T2 N3 M0
T3 N2 M0
T4a N1, N2 M0
Stadium IIIB T1, T2 N3b M0
T3, T4a N3a M0
T4b N1, N2 M0
Stadium IIIC T3, T4a N3b M0
T4b N3a, N3b M0
Stadium IV Jedes T Jedes N M1
1.3 Therapie des Magenkarzinoms
Stadienabhängig erfolgt die Behandlung des Magenkarzinoms im kurativen Ansatz entweder rein 
chirurgisch (z.B. auch endoskopisch) oder chirurgisch in Kombination mit perioperativer Chemo-
therapie. In der palliativen Situation wird ggf. auf die Resektion verzichtet und rein chemotherapeu-
tisch behandelt.14  Den in Deutschland gängigen Therapiestandard bildet zurzeit die S3-Leitlinie 
zur Therapie des Magenkarzinoms von 2012 ab.15 Mit konventioneller Chemotherapie kann das 
mediane Überleben gesteigert werden16, es beträgt aber mit dem zurzeit gängigem Regime aus 
entweder Capecitabine oder 5-Fluouracil und zusätzlich einem Platinderivat im Mittel nur ca. 11 
Monate.17 Bei Magenkarzinomen, die die Rezeptortyrosinkinase Her2/neu (Synonyme: ErbB2, 
HER2) überexprimieren, bietet sich in der palliativen Situation außerdem die Möglichkeit einer ziel-
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gerichteten Therapie mit Trastuzumab, einem humanisierten monoklonalen Antikörper gegen 
Her2/neu.17 Im Vergleich zur ausschließlich mit konventioneller Chemotherapie therapierten 
Kontrollgruppe konnte das mediane Überleben von 11,1 auf 13,8 Monate angehoben werden. Aus 
der Geringfügigkeit der Überlebenszeitverbesserung wird erkenntlich, dass trotz aller Erfolge in der
zielgerichteten Therapie bislang nicht von einem Durchbruch in der Breite die Rede sein kann: Nur 
7-34%18–20 der Magenkarzinome zeigen eine Überexpression von  Her2/neu. Seit 2014 besteht 
eine Zulassung des monoklonalen VEGFR2-Antikörpers Ramucirumab, nachdem dieser in einer 
Phase III-Studie das mediane Überleben der Studiengruppe aus 665 mit Ramucirumab plus 
Paclitaxel  behandelten Patienten gegenüber 335 mit Placebo plus Paclitaxel behandelten Patien-
ten von 7,4 auf 9,6 Monate verbessern konnte.21
Es gibt auch einzelne, in kleinen Studien beim Fortgeschrittenen Magenkarziniom belegte, mit dem
Small-Molecule-Inhibitor des VEGFR2 Apatinib.22 Eine kürzlich veröffentlichte chinesische Phase 
III-Studie zeigte in einem Studienkollektiv von 267 Patienten eine Verbesserung des medianen 
Überlebens für die Apatinib-behandelte Gruppe.23 Dies hat bereits zu einer Zulassung für den 
chinesischen Markt geführt.
Bei anderen Tumorentitäten sind Behandlungserfolge mit weiteren humanisierten Antikörpern und 
so genannten Small-Molecule-Inhibitoren, die gegen spezifische Ziele wie Wachstumsfaktoren-
Rezeptoren, Wachstumsfaktoren oder andere Ziele gerichtet sind, bekannt. Eine besonders in den 
Fokus gerückte Molekülklasse stellen insbesondere Rezeptor-Tyrosinkinasen wie Her2/neu dar. 
1.4 Die Molekulargenetik des Magenkarzinoms
Eine 2016 veröffentlichte „Proof-of-Principle“-Studie untersuchte 42 Magenkrebs-Fälle vom intes-
tinalen Typ, von denen selektierte Gene bzw. Genabschnitte per NGS  sequenziert wurden. An-
hand klinischer Daten wurden die Fälle in gutes und schlechtes Outcome dichotomiert. In den Fäl-
len mit gutem Outcome zeigte sich eine vergleichsweise höhere Gesamt-Anzahl an Mutationen. 
Diese Fälle trugen gehäuft Mutationen in KRAS und TP53, sowie in Rezeptortyrosinkinasen 
(EGFR, ERBB2, FGFR3, KDR, KIT und MET) und Genen, die für den mTOR-Signalweg relevant 
sind (FBXW7, PIK3CA und PTEN). Fälle mit schlechtem Outcome waren ebenfalls häufig von ei-
ner TP53-Mutation betroffen, seltener waren PIK3CA, SMAD4 und STK11 von einer Mutation be-
troffen. Die Studie legt keine signifikante Assoziation zwischen Outcome und dem Mutationsstatus 
einzelner Gene (KRAS, PIK3CA, TP53, MET, SMAD4, STK11) sowie mit dem Mikrosatellitenstatus
nahe. 
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Die Autoren schlagen vor, ein molekulargenetisches Profil eher anhand der globalen Mutationss-
truktur als anhand einzelner Schlüsselmutationen zu erstellen, wobei die Autoren detaillierte Anga-
ben zu hierzu nutzbaren Merkmalen offen lassen.1
Kuboki et al. veröffentlichten 2015 eine NGS-gestützte Analyse einzelner Regionen innerhalb von 
409 bekanntermaßen Krebs-relevanten Genen in 121 Magenkrebsfällen.24 Die Analyse ergab ein 
gehäuftes Vorliegen von Mutationen in den Genen TP53 (in 36,4% der untersuchten Fälle),  PIK3-
CA (7,4%), ROS1 (5,0%), ERBB2 (4,1%), EGFR (1,7%), MET (1,7%), FGFR2 (1,7%), BRAF 
(1,7%), und ALK (1,7%). Die im Weiteren durchgeführte immunhistochemische Expressionsanaly-
se ergab eine Überexpression der Proteine EGFR (23,1%), Her2/neu (16,5%), FGFR2 (14,0%) 
und MET (9,9%).
Eine Analyse von Bass et al. aus dem Jahr 20142 untersucht 295 primäre Magenkarzinome, die im 
Rahmen des Cancer Genome Atlas-Projektes sequenziert wurden. 215 von 295 Tumoren mit einer
vergleichsweise geringen Mutationsdichte zeigten relativ häufig Mutationen in den Genen TP53, 
ARID1A, KRAS, PIK3CA und RNF43, außerdem in Genen des β-Catenin-Signalweges (APC und 
CTNNB1), des TGF-β-Signalweges (SMAD4 und SMAD2) sowie RASA1, einem negativen Regula-
tionsfaktor von RAS. Weiterhin war ERBB2  als therapeutisch nutzbares Ziel ebenfalls signifikant 
häufig betroffen. Bei ERBB2 lagen 10 von 15 Mutationen in bekannten Hotspot-Regionen. In vier 
Fällen lag die Mutation S310F vor, die den Angriffspunkt für Small-Molecule-Inhibitoren bildet.2
Bass et al. schlagen die Einführung einer molekulargenetischen Klassifizierung von Magenkrebs-
fällen als Ergänzung zu den etablierten histopathologisch basierten WHO- und Laurén- Klassifika-
tionen vor. Hierzu wurden Magenkarzinome auf der Grundlage einer Vielzahl untersuchter gene-
tischer Merkmale neu eingeteilt. Anhand der Gruppierung in möglichst trennbare Untergruppen 
wird eine Unterscheidung in vier Gruppen vorgenommen:
1. EBV-positive Tumoren
2. Mikrosatelliten-instabile Tumoren
3. Genomisch stabile Tumoren
4. Tumoren mit chromosomaler Instabilität
Auf Proteinebene konnte mit einem Proteinlysat-Mikroarray auf signifikantem Niveau eine Assozia-
tion zwischen Expression und Zugehörigkeit in eine der vier postulierten molekularbiologischen 
Gruppen für insgesamt 45 Proteine hergestellt werden. 
Bei EBV-positiven Tumoren zeigt sich in 15% der Fälle eine Amplifikation in der chromosomalen 
Region 9p, was mit einer erhöhten Expression von JAK2, PD-L1 und PD-L2 einhergeht. EBV- posi-
tive Tumoren zeigen weiterhin häufiger Mutationen in PIK3CA, JAK2 und ERBB2. Die zugehörigen
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Signalwege bieten prinzipiell die Möglichkeit pharmakologischer Einflussnahme durch Antikörper 
bzw. Small-Molecule-Inhibitoren.2
Die Bemühungen, das Magenkarzinom in molekularbiologische Subentitäten zu klassifizieren, füh-
ren immer wieder zu neuen, teilweise auch unerwarteten Erkenntnissen. Beispielsweise zeigt eine 
aktuelle Untersuchung, dass der immunsuppressiv wirkende Faktor PD-L1 nicht nur eine Rolle in 
Hinblick auf Gesamtüberlebenszeit spielt25, sondern sich auch zwischen  ethnischen Gruppen in 
dieser Eigenschaft unterscheidet.25,26
Zang et al. publizierten im Jahr 2011 eine NGS-Analyse von 14 Magenkrebs-Zelllinien auf das Vor-
liegen von Mutationen in Protein- und Phosphoinositid-Kinasen.27Hierzu wurde ein „Panel-Verfah-
ren“ angewandt, d.h. es wurden Gene bzw. Genabschnitte von insgesamt 532  Protein- und Phos-
phoinositid-Kinasen ausgewählt und zu einem „Panel“ zusammengefasst. Die auf dem Panel be-
findlichen Gene und Genabschnitte wurden dann mit selektiven Verfahren amplifiziert und mit Illu-
mina-Technik sequenziert. Die Analyse zeigt in 11 von 14 Zelllinien ein Vorliegen pathogener SNPs
innerhalb von Genabschnitten, die dem komplexen und verzweigten MAPK-Signalweg angehören, 
der Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Migration und Zytokinausschüttung beeinflusst.28 Un-
ter den einzeln betrachteten Kinasen wiesen TTN und WNK1 mit 12 bzw. 6 von 14 Fällen die größ-
te SNP-Detektionsrate auf, gefolgt von OBSCN und SPEG in 5 bzw. 4 von 14 Fällen. Sowohl TTN, 
als auch OBSCN sind außergewöhnlich lange Gene, sodass eine Häufung von Mutationsfunden 
zumindest zum Teil der Länge geschuldet ist. Im Fall von WNK1 ist eine pro-proliferative Wirkung 
über ERK5 diskutiert29, allerdings wurde eine proliferationsfördernde Wirkung bislang nur bei neu-
ronalen Stammzellen beobachtet29, während dieser Beobachtung ein gegenteilig proliferations-
hemmender, nicht aber Apoptose-fördernder Effekt auf Prädipozyten entgegensteht.30 An Modell-
experimenten am Zebrafisch konnte weiterhin gezeigt werden, dass WNK1 wahrscheinlich in der 
Transduktion pro-angiogenetischer Signale über VEGFRs eine Rolle spielt.31 Die von Zang et al. 
identifizierten SNPs in WNK1 betreffen die Zelllinien MKN28, MKN7, TMK1, IM95, YCC3 und AGS,
wobei in den drei zuerst angeführten derselbe SNP detektiert wurde. In drei Proben aus unter-
schiedlichen soliden Tumoren waren interessanterweise keine Alterationen in WNK1 detektiert 
worden.
Zang et al. diskutierten, dass der NGS-Ansatz ein hohes Maß an Reproduzierbarkeit aufweist. Bei 
der Verifizierung einzelner SNPs mit Sanger-Sequenzierung und beim Vergleich mit im Voraus be-
kannten SNPs durch so genannte SNP Genotyping Assays konnten Zang et al. eine Spezifität bei 
der Detektion von SNPs von 93,9% und eine Sensitivität von 95% ermitteln.
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1.5 Sonderfall mikrosatelliteninstabile Tumoren
Sogenannte mikrosatelliteninstabile (MSI) Tumoren zeichnen sich durch Längenveränderungen in 
kurzen nicht-codierenden DNA-Abschnitten ihres Genoms, den sogenannten Mikrosatelliten, aus. 
Sie machen einen bedeutenden Anteil sporadischer Magenkarzinome aus.2 Beim Sonderfall des 
nicht-sporadischen Magenkarzinoms im Rahmen des hereditären nicht-polypösen kolorektalen 
Karzinoms (Lynch-Syndroms) liegt die Ursache der Mikrosatelliteninstabilität in der Regel in einer 
Mutation von DNA-Reparaturproteinen, z.B. MSH2, MSH6, PMS1, PMS2 oder MLH1.32 Eine Stu-
die von Mathiak et al. an dem auch in dieser Studie untersuchten Kollektiv (→ 2.1.1) belegt, dass 
sich die Untergruppe der mikrosatelliteninstabilen Fälle, die 7,5 % aller Fälle im Kollektiv umfasst, 
in ihrer Histomorphologie und auch in klinischen Eigenschaften von den anderen Fällen abhebt: 
Neben einem im Vergleich zu den mikrosatellitenstabilen Fällen signifikant besserem mittlerem Ge-
samtüberleben von 35,8 Monaten für MSI Fälle und nur 14,2 Monaten für MSS-Fälle. Trotz ihres 
histologisch häufig an schlecht differenzierte, „medullären“ Karzinome mit hoher Infiltrationsdichte 
von Entzündungszellen erinnernden Phänotyps, zeichnen sich MSI-Fälle somit durch eine ver-
gleichsweise günstige Prognose aus. Bemerkenswert ist weiterhin, dass keiner der von Mathiak et 
al. untersuchten MSI-Fälle EBV-positiv war,33 was sich mit der von Bass et al. vorgeschlagenen 
molekulargenetischen Klassifikation2 deckt.
Die in diesem Zusammenhang betroffenen Gene MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2 werden un-
ter anderem durch miRNAs reguliert.34,35 Mi(cro)RNAs sind kurze RNA-Transkripte, die spezifisch 
die Translation von RNAs hemmen können, indem sie an die 3‘-untranslatierte Region von mRNAs
binden. Schätzungsweise unterliegen 10-40 % der menschlichen Gene  miRNA-vermittelter Regu-
lation.36,37 Vareli et al. zeigten an Zellkulturen des kolorektalen Karzinoms, dass insbesondere die 
miRNA miR-155 eine Herunterregulation von MLH1, MSH1 und MSH6 bewirkt und somit eine Mi-
krosatelliteninstabilität induzieren kann.34 Ein ähnlicher Zusammenhang ist auch für miR-21 be-
schrieben, deren Überexpression die Expression vom MSH2 reduziert.38
Melo et al. beschrieben einen Zusammenhang zwischen Exportin-5 (XPO5)-Mutationen und Mikro-
satelliteninstabilität beim kolorektalen Karzinom. Da miRNAs im über Exportin-5 vom Nukleus ins 
Zytoplasma ausgeschleust werden, fällt die miRNA-vermittelte Regulation aus. Die XPO5-Mutatio-
nen zeigten sich interessanterweise gehäuft bei mikrosatelliteninstabilen Tumoren39, sodass ein 
Zusammenhang zwischen miRNA-Expression und Mikrosatelliteninstabilität insgesamt als wahr-
scheinlich erachtet werden kann.
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1.6 Aufgabenstellung und Kontext der Arbeit
Durch die zunehmende Verfügbarkeit neuer Sequenziermethoden und deren wachsenden Stellen-
wert in der Forschung ergeben sich neben der Reproduktion bereits bekannter genetischer Me-
chanismen in der molekulargenetischen Pathologie des Magenkarzinoms stetig neue tumorspezifi-
sche Mutationsfunde. 
Zu Beginn der Forschungsarbeit lagen kaum Daten vor, die Rückschlüsse auf die Anwendbarkeit 
von NGS als alleinige Methodik zur Mutationsdetektion beim Magenkarzinom zuließen. Ziel dieser 
Arbeit war zunächst die Verifizierung neuer SNP-detektierter Mutationen mit der Intention, möglich-
weise relevante Mutationen aufzudecken und zu einem besseren Verständnis der Pathogenese 
des Magenkarzinoms beizutragen. Es sollten folgende Hypothesen überprüft werden:
1. NGS produziert bei der Sequenzierung von Tumorgenomen valide Ergebnisse in Hinblick 
auf SNP-Detektion, die sich durch konventionelle Sequenziertechnik unabhängig verifizie-
ren lassen.
2. Vorhandene SNPs zeigen auf Proteinebene Auswirkungen, die sich über immunhistochemi-
sche Verfahren nachweisen lassen und somit eine pathobiologische Relevanz wahrschein-
lich machen.
Zu Beginn der Arbeit wurde zunächst eine Literaturrecherche durchgeführt. Zu diesem Zeitpunkt 
lagen noch sehr wenige NGS-Daten zum Magenkarzinom vor. Neben den bereits  unter → 1.4. er-
wähnten Ergebnissen eines „targeted“ NGS von Zang et al. lagen Daten von Holbrook et al. vor, 
die ebenfalls aus einer Illumina-Sequenzierung von 384 Genregionen in 50 Magenkrebsfällen 
stammen. Holbrook et al. führten zudem exemplarisch eine Sanger-Sequenzierung durch, um 
SNP-detektierte Varianten zu bestätigen, was in 74% der Fälle auch gelang. Holbrook et al. wiesen
Alterationen in den Genen KRAS, ERBB2, EGFR, MET, PIK3CA, FGFR2 und AURKA nach und 
schlussfolgerten auf dieser Grundlage, dass 11 von 50 untersuchten Patienten aufgrund von Muta-
tionen in den genannten Genen von einer zielgerichteten Therapie wahrscheinlich profitieren wür-
den.40
Da weder Zang et al., noch Holbrook et al. immunhistochemische Methoden benutzten, sollte zu-
nächst exemplarisch an WNK1 eine Färbung an unserem Fallkollektiv durchgeführt werden, da 
durch Zang et al. für das Gen WNK1 eine besonders hohe Mutationsfrequenz angegeben wird.
Parallel wurden durch eine andere Arbeitsgruppe in Kiel die vollständigen Exome zweier Magen-
krebsfälle sequenziert, deren Ergebnisse dann später ebenfalls validiert werden sollten. Durchge-
führt wurde zunächst die Sequenzierung zweier vollständiger Tumor-Exome, jeweils im Vergleich 
mit dem Exom der ebenfalls sequenzierten Nichttumor-Gewebe derselben Patienten. Möglicher-
weise onkogenetisch relevante Mutationen sollten herausgefiltert und überprüft werden. 
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Bislang ist nur unzureichend untersucht, in wie weit sich NGS-gestützte Befunde von somatischen 
Mutationen, also solcher außerhalb der Keimbahnlinie, tatsächlich auf einen Gesamttumor oder 
gar eine größere Fallzahl extrapolieren lassen. Zur rein molekulargenetischen Ebene sollte auch 
die translationelle und posttranslationelle Ebene, über die sich durch die Anwendung von NGS als 
alleinige Methodik keine Aussage treffen lässt, ergänzend untersucht werden. Je nach Ergebnis 
der Sequenzierung sollten zusätzlich cDNA-Sequenzierungen und immunhistochemische Färbun-
gen durchgeführt werden. 
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2 .  M A T E R I A L  U N D  M E T H O D E N
2.0. Übersicht über das grundsätzliche Vorgehen
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente zur Validierung von SNPs beim Ma-
genkarzinom haben unterschiedliche Datengrundlagen. 
Zu Beginn der Arbeit (April 2011) wurde eine Literaturrecherche durchgeführt, alle zu diesem Zeit-
punkt zu NGS-Daten des Magenkarzinoms in PubMed41 zugänglichen Veröffentlichungen zu NGS 
beim Magenkarzinom gesichtet und nach Angaben potenziell Tumorrelevanter SNPs durchsucht.  
Als erstes Gen zur Überprüfung wurde WNK1 festgelegt, da bei Zang et al. eine Mutationsrate von 
6/14 Fällen beschrieben wird. Zang et al. geben nur für einen einzelnen Fall eine Mutation an,  die 
anhand von in-Silico-Simulationsdaten potenziell auf der Proteinebene als relevant zu werten ist. 
Interessanterweise wurde die Mutation p.I1172M jedoch bei insgesamt 3 Fällen nachgewiesen, so-
dass es sich möglicherweise um einen „Hotspot“ handeln könnte. Zunächst sollte an unserem Pati-
entenkollektiv eine immunhistochemische Färbung stattfinden, um anhand einer größeren Popula-
tion eine Aussage über die WNK1-Expression treffen zu können. Bei Auffälligkeiten sollte dann ein 
Pyro-Sequenzier-Assay erstellt werden, mit dem mögliche Hotspots populationsweit gesucht wer-
den sollten.
Weiterhin sollten im Verlauf NGS-Daten einer Arbeitsgruppe am Kieler Institut für klinische Mole-
kularbiologie sowohl durch konventionelle Sequenziertechnik überprüft und weiterführend auch auf
RNA- und Proteinebene näher untersucht werden.
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Abbildung 1: Übersicht über die der Arbeit zugrundeliegende Methodik und den Arbeitsfluss.
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2.1. Material
2.1.1. Patientenkollektiv
Aus dem Archiv des Instituts für Pathologie des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein, Campus 
Kiel wurden alle Gewebeproben von Patienten herausgesucht, die zwischen 1997 und 2009 ent-
weder einer totalen oder einer partiellen Gastrektomie aufgrund eines Adenokarzinoms des Ma-
gens oder des ösophagogastralen Übergangs unterzogen worden waren. Folgende Einschluss- 
und Ausschlusskriterien wurden festgelegt: Patienten wurden in das Studienkollektiv aufgenom-
men, sofern: 1) Die histologische Begutachtung die Diagnose eines Adenokarzinoms des Magens 
oder des ösophagogastralen Übergangs bestätigte, 2) der Todeszeitpunkt oder Überlebenszeit-
daten vorlagen. Patienten wurden aus dem Kollektiv ausgeschlossen, sofern: 1) histologisch ein 
anderer Tumor als ein Adenokarzinom vorlag, 2) die histopathologischen Daten nicht vollständig 
waren oder nicht vollständig erhoben werden konnten, 3) die Patienten zuvor wegen eines Tumor-
rezidivs im Restmagen nach Billroth-II-Operation operiert worden waren, und/oder 4) keine Daten 
zum Todeszeitpunkt oder zur Überlebenszeit vorlagen. 5) Patienten mit perioperativ durchgeführter
Chemotherapie wurden ebenfalls ausgeschlossen.
Die folgenden Patientendaten wurden erhoben: Art der Operation, Alter bei Diagnosestellung, Ge-
schlecht, Tumorlokalisation, Tumorgröße, histologischer Phänotyp, T-Kategorie, N-Kategorie, 
UICC-Tumorstadium und Differenzierungsgrad (→ Tabelle 4).
Zur besseren Übersicht, welche Experimente und welche Methodik zur Überprüfung welcher 
Datensätze durchgeführt wurden, zeigt Abbildung 1 zusammenfassend den Arbeitsfluss.
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Tabelle 4: Zusammenfassung der Patientendaten des Gesamtkollektivs
Patienten [n] 482
Alter [Jahre] [Mitelwert ± SD] 67.9 ± 11.1
Median 68
Geschlecht männlich [n (%)] 297 (61.6)
weiblich [n (%)] 185 (38.4)
Klin. Verlaufsdaten lebt [n (%)] 131 (28.1)
verstorben [n (%)] 335 (71.9)
Lokalisation Proximal [n (%)] 149 (30.9)
Distal [n (%)] 333 (69.1)
T-Kategorie pT1a [n (%)] 13 (2.7)
pT1b [n (%)] 49 (10.2)
pT2 [n (%)] 56 (11.6)
pT3 [n (%)] 190 (39.4)
pT4a [n (%)] 134 (27.8)
pT4b [n (%)] 40 (8.3)
N-Kategorie pN0 [n (%)] 138 (28.8)
pN1 [n (%)] 67 (14.0)
pN2 [n (%)] 85 (17.7)
pN3/a/b [n (%)] 189 (39.5)
UICC Stadium IA [n (%)] 49 (10.4)
(7. Ausgabe) IB [n (%)] 32 (6.8)
IIA [n (%)] 58 (12.3)
IIB [n (%)] 47 (9.9)
IIIA [n (%)] 55 (11.6)
IIIB [n (%)] 83 (17.5)
IIIC [n (%)] 66 (14.0)
IV [n (%)] 83 (17.5)
Grading G1 / G2 [n (%)] 111 (23.7)
G3 / G4 [n (%)] 357 (76.3)
Resektionsrand R0 [n (%)] 403 (88.2)
R1/R2 [n (%)] 54 (11.8)
Aus dem Gesamtkollektiv wurden anschließend 20 MSS- und 20 MSI- Magenkarzinome aus-
gewählt. Dieses Kollektiv bildet die Grundlage für die DROSHA-Immunfärbung.
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Patientendaten des MSI/MSS-Kollekives
Untergruppe MSI MSS
Patienten [n] 20 20
Alter [Jahre] [Mitelwert ± SD] 73,25  9,21 72,25 6,92
Median 73 74
Geschlecht männlich [n] 11 11
weiblich [n] 9 9
Lokalisation Proximal [n] 3 6
Distal [n] 17 14
T-Kategorie pT1a [n] 0 0
pT1b [n] 1 2
pT2 [n] 6 3
pT3 [n] 9 10
pT4a [n] 3 4
pT4b [n] 1 1
N-Kategorie pN0 [n] 10 11
pN1 [n] 2 1
pN2 [n] 4 4
pN3/a/b [n] 3 3
UICC Stadium IA [n] 1 2
(7. Ausgabe) IB [n] 4 3
IIA [n] 6 2
IIB [n] 0 3
IIIA [n] 3 4
IIIB [n] 1 0
IIIC [n] 3 1
IV [n] 1 4
Grading G1 / G2 [n] 5 6
G3 / G4 [n] 14 13
Resektionsrand R0 [n] 16 16
R1/R2 [n] 2 1
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2.1.2. NGS-Experimente am Kieler Institut für klinische Molekularbiologie
Es wurden aus dem Gesamtkollektiv zwei am Magenkarzinom verstorbene Patienten herausge-
sucht, die die folgenden Kriterien erfüllten: Es mussten kryokonservierte Proben vom Tumor und 
Nichttumor der Patienten vorliegen, es mussten Patienten gleichen Alters und Geschlechts sein 
und schließlich sollte ein Tumor MSS und der andere MSI sein.






eschlecht TNM (nach 7. Ausgabe)
T N M L V G R Stadium
Fall 1 74 MSI weiblich 3 0 X 0 0 3 0 2a
Fall 2 74 MSS weiblich 4a 1 X X X 2 X 3a
Die Exome und anschließend die vollständigen Genome dieser zwei Fälle aus dem Gesamtkollek-
tiv wurden am Institut für Klinische Molekularbiologie des UKSH Campus Kiel mittels Next-Genera-
tion-Sequencing sequenziert und anschließend durch bioinformatisch gestützte Algorithmen mit ih-
ren jeweils als Referenz genutzten Nichttumorzell-Genomen verglichen. Hierzu kamen jeweils zwei
unabhängige Sequenziertechniken zum Einsatz:
• Für beide Tumorfälle und jeweils korrespondierendes Normalgewebe fand jeweils zunächst
ein Whole Exome Sequencing (WES) auf der Plattform SOLiD 4 (Applied Biosystems; Wal-
tham, MA, USA) statt. Mit dieser Technologie wurde eine Coverage zwischen 41- und 66-
fach erreicht, dabei betrug die Anzahl der Reads pro sequenziertem Exom zwischen 
160x106 und 199x106. 
• In einem zweiten Ansatz wurde anschließend ein Whole Genome Sequencing (WGS) unter
Verwendung der Illumina HiSeq2000-Sequenziertechnologie (Illumina; San Diego, CA, 
USA) durchgeführt. Dieses erzeugte eine Coverage zwischen 14- und 78-fach bei einer An-
zahl von Reads zwischen 6,2x109  und 922,8x109 . 
Es fand eine Filterung der generierten Daten nach unterschiedlich strengen Parametern statt. In 
beiden Ansätzen wurden nur SNPs berücksichtigt, die mindestens durch 5% der Reads innerhalb 
der Coverage unterstützt wurden. Die im zweiten Ansatz nachgewiesenen Mutationen mussten so-
wohl vom WGS, als auch vom zuvor durchgeführten WES unterstützt werden. Es wurden nur 
SNPs, die durch unterschiedliche Algorithmen („Caller“) unabhängig voneinander aus den Sequen-
zierdaten ausgegeben wurden, untersucht. Schließlich fand durch einen Abgleich mit mehreren 
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Datenbanken (COSMIC42,  OMIM43, HGMD44) eine Filterung bereits bekannter SNPs/Polymorphis-
men und bekannter (somatischer) tumorspezifischer Mutationen statt.
Bei den SNPs wurden nur missense- und nonsense-Mutationen weiter betrachtet. Zur Vorhersage,
ob eine Mutation auf Proteinstrukturebene und letztlich auf funktioneller Ebene eine Auswirkung 
zeigt, wurden die internetbasierten Simulations-Tools „Sift“45 und „Polyphen“46 verwendet. 
2.1.3. Geräte
Für die Untersuchungen wurden die folgenden Geräte verwendet: BioRad C1000-Thermocycler 
(Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA), LightCycler 1.2-RT-PCR-System (Roche Applied 
Science; Penzberg), Pyromark Q24 mit Pyromark Q24 Preptool (Qiagen; Hilden), Rüttler: MS2 
Minishaker (IKA Werke; Staufen), Heizplatte 0TS 30.3 für die Präparation zur Pyro-Sequenzierung 
(Medite Medizintechnik; Burgdorf),  PyroMark Q24 Plate Holder (Qiagen; Hilden), Vakuumpumpe 
für Pyro-Sequenzierung: 2511 Dry Vacuum Pump/Compressor (Welch; Niles, IL, USA), Applied 
Biosystems Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems; Waltham, MA, USA), Eppendorf-Pipetten 
(Eppendorf; Hamburg), Leica DM 1000-Mikroskop (Leica Microsystems; Wetzlar),  NanoDrop 
2000c-Photometer (Thermo Fisher; Waltham, USA),  Leica RM2245-Mikrotom (Leica Microsys-
tems; Wetzlar), Mini PROTEAN Elektrophoresekammer (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, 
USA), Gel Doc XR+ -Scanner (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA), Kühlschrank für Antikör-
perinkubation: Siemens KI51FAD30iQ700 (Siemens/SEG Hausgeräte, München), Wasserbad, 
Zentrifuge: Biofuge pico (Heraeus; Hanau), Druckkochtopf Art.-Nr. 22020 (Haushalt International; 
Oldenburg),  THL1097-Heizplatte (Rommelsbacher Elektrohausgeräte; Dinkelsbühl), Scanner Lei-
ca SCN400 Slide Scaner (Leica Microsystems; Wetzlar), MEDline-Gefrierschrank (Liebherr; Kirch-
dorf), Binder E28-Wärmeschrank (Binder; Tuttlingen), VWR Digital Heat Block II-Heizelement (Tro-
emner; Thorofare, USA), Synergy Mx-Spektralphotometer (BioTek; Winooski, USA), T25 digital Ul-
tra Turrax-Gewebehomogenisator (IKA Werke, Staufen), Vortex Genie 2 (Scientific Industries; Bo-
hemia, USA)
2.1.4. Software
Folgende Softwareprodukte wurden verwendet: SPSS Version 20.0 (IBM; Armonk, NY, USA), 
SPSS SmartReader 24.0 (IBM; Armonk, NY, USA), Microsoft Excel Version 2010 (Microsoft; Red-
mond, WA, USA), Finch TV Version 1.31 (Geospiza; Seattle, WA, USA), Software für Leica 
SCN400 Slide Scaner (Leica Microsystems; Wetzlar),  PyroMark Assay Design (Qiagen; Hilden), 
SerialCloner (Serial Basics Software; Paris, Frankreich).
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2.1.5. Verbrauchsmaterialien
Folgende Verbrauchsmaterialien wurden verwendet: SuperFrost Plus-Objektträger (Menzel Gläser;
Braunschweig),  22x22 mm Deckgläser (Menzel Gläser; Braunschweig)
96-Well-Racks für PCR (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA), PCR-Strips und -Caps 
(Biozym Scientific; Hessisch Oldendorf), Mikroreaktionsgefäße (Eppendorf; Hamburg), Kapillaren 
für den LightCycler (Roche Applied Science; Penzberg), Pipettenspitzen (Sarstedt; Nümbrecht),
PyroMark Plates, PyroMark Q24 Plate Holder, PyroMark Q24-Standardkartuschen (jeweils  Qia-
gen; Hilden), Disposable Scalpel Standard (Feather Safety Razor Co.; Osaka, Japan),  Mikrotom-
klingen: Microtome Blade A22 (Feather Safety Razor Co.; Osaka, Japan), Porablot PVDF-Membra-
nen (Macherey-Nagel; Düren), Western Blot Filter Paper (Thermo Fisher; Waltham, USA).
2.1.6. Reagenzien, Kits, Lösungen und Chemikalien
Folgende Reagenzien wurden für die DNA-Isolation, PCR und Sequenzierungen verwendet: QI-
Aamp DNA mini kit (Qiagen; Hilden), PCR-Kit HotStarTaq (Qiagen, Hilden),  Ladder 100 bp- Elek-
trophorese-Standardleiter (New England BioLabs; Ipswitch, USA),  Agartabs (Eurogenetec; Lüttich,
Belgien), Ethidiumbromid (Carl Roth; Karlsruhe), PyroMark Gold Q24 Reagents Kit für Pyro-Se-
quenzierung, Denaturation Solution, Wash Buffer, Annealing Buffer für Pyro-Sequenzierung, miS-
cript SYBR Green PCR Kit, miScript miRNA PCR Assays für  mir-15, mir-26b, mir-21, mir-103, mir 
-145, mir-146a und mir-148, QuantiTect SYBR Green
PCR Master Mix (jeweils Qiagen, Hilden), Big Dye Terminator Cycle Kit v3 (Applied Biosystems; 
Waltham, USA), PCR-Clean Up Kit Nucelospin Extract II (Macherey-Nagel; Düren), NucleoSeq Kit 
(Macherey-Nagel; Düren), mirVana miRNA-Extraktions-Kit,  Maxima First Strand cDNA-Synthese-
Kit, Maxima First Strand cDNA-Synthese-Kit, ProteoJet Mammalian Cell Lysis Kit (jeweils 
Ambion/Thermo Fisher; Waltham, USA), Complete Proteaseinhibitor-Tabletten (Roche Applied Sci-
ence; Penzberg), DC Protein Assay-Lysis-Kit (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA), Spectra 
Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas/ Thermo Fisher; Waltham, USA)
Folgende Reagenzien wurden für die immunhistochemischen Färbungen und Western Blots ver-
wendet: Methanol, Äthanol, Xylol (jeweils Büfa Chemikalien; Lübeck) NaCl, HCl, Tri-Natriumcitrat-
Dihydrat, Zitronensäure-Monohydrat, Essigsäure (jeweils Carl Roth; Karlsruhe), Trizma Base 
(Tris(hydroxymethyl)aminomethan), β-Mercaptoäthanol, Tween 20 (Sigma Aldrich; St. Louis, MO, 
USA), Glycin (Merck Milipore; Darmstadt), Antibody-Diluent (Zytomed; Berlin),  Hämalaun (Dr. K. 
Hollborn & Söhne; Leipzig), Hydrogen Peroxide Block, Ultra V Block (jeweils Thermo Scientific; 
Waltham, MA, USA), DAB/Diaminobenzidin-Substrat (Vector; Burlingame, CA, USA), Histofine 
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Simple Stain Max PO-Sekundärantikörper für Immunhistochemie (Nichirei; Tokio, Japan), DAKO 
Pen (Dako/Agilent, Glostrup, Dänemark), Pertex-Eindeckmedium (Medite Medizintechnik; 
Burgdorf), Rotiphorese NF-Acrylamid/Bis-Lösung 40 %, SDS (Natriumdodecylsulfat), Glycerin, 
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin), APS (Ammoniumpersulfat), 0,1 % Bromphenolblau, 
demineralisiertes Wasser dH2O (jeweils Carl Roth; Karlsruhe), Coomassie Brilliant Blue R-250 
(Thermo Fisher; Waltham, USA), Blocker BSA 10x in TBS (Thermo Fisher; Waltham, USA), Goat 
Anti-Rabbit AP conjugated-Sekundärantikörper für Western Blot (DAKO, Glostrup, Dänemark), 1-
Step NBT/BCIP Substrat (Thermo Fisher; Waltham, USA)
Es wurden Zellpellets aus HEK-293-Zellen aus dem Vorrat der Arbeitsgruppe zur Proteinlysat-
gewinnung genutzt.
Folgende Puffer wurden für die Immunhistochemie und für die Western Blots verwendet und wie 
folgt hergestellt:
• 10x-konzentrierter TBS-Puffer für die Immunhistochemie: 60,57 g Trizma Base, 87,66 g Na-
triumchlorid, in 1 l dH2O, titriert mit verd. HCl bis auf pH 7,4
• 10x-konzentrierter Citrat-Puffer für die Immunhistochemie: 29,41 g Tri-Natriumcitrat-Dihy-
drat auf 1000 ml dH2O, titriert mit Zitronensäure-Monohydrat auf pH 6,0
• SDS-Gelpuffer für Western Blots: 90,70 g Trizma Base, 0,75 g SDS auf 250 ml mit aufge-
füllt und auf pH 8,45 mit verd. HCl eingestellt.
• 10% APS-Puffer für Western Blots: 5 g APS auf 50 ml mit dH2O aufgefüllt.
• 4x-konzentrierter Laemmli-Probenpuffer für Western Blots: 5 ml 0,5 M Tris-HCl eingestellt 
auf pH 6,8 , 4 ml Glycerin, 8 ml 10 % SDS, 2 ml 0,1 % Bromphenolblaulösung, 1 ml β-Mer-
captoäthanol auffüllen auf 20 ml mit  dH2O.
• Blottingpuffer für Western Blots: 3,03 g Tris, 14,40 g Glycin und 200 ml Methanol auf 1l mit 
dH2O aufgefüllt.
• 10x-konzentrierter TTBS-Puffer für die Immunhistochemie: 9,00 g Trizma Base, 68,50 g 
Tris-HCl, 87,80 g Natriumchlorid, auf 1 l mit dH2O aufgefüllt.
• Elektrophoresepuffer für Western Blots: 30,28 g Trizma Base, 144,00 g Glycin, 10,00 g 
SDS
• Coomassie-Färbelösung:  100 ml 10% Essigsäure, 3 g Coomassie Brilliant Blue R-250 in 
450 ml Methanol gelöst und mit 450 ml dH2O auf 1 l aufgefüllt.
• Destaining-Lösung für Coomassie-Färbung: 300 ml Methanol, 100 ml Essigsäure auf 1 l mit
dH2O aufgefüllt.
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Die Elektrophoresegele für Western Blots (nach Schägger et al.47) wurden wie folgt hergestellt: 
Auffüllen des Gel-Glasrahmens zu 2/3 mit 16,5% Acrylamid-Gel-Mischung aus 4,95 ml 40% Acryl-
amid, 4 ml SDS Puffer, 2 ml Glycerin, 1,05 ml dH2O, 120 µl 10% APS und 3 µl TEMED. Kammer 
mit dH2O auffüllen und Gel aushärten lassen. Anschließend Abgießen des dH2O und Auffüllen von 
10% Gel-Mischung aus 3 ml 40% Acrylamid, 4 ml SDS Puffer, 2 ml Glycerin, 3 ml dH2O, 120 µl 
10% APS und 6 µl TEMED. Erneut aushärten lassen und schließlich bei eingestecktem Kamm zur 
Bildung der Elektrophorese-Laufbahnen Auffüllen der Apparatur mit 4% Gel-Mischung aus  aus 1,2
ml 40% Acrylamid, 4 ml SDS Puffer, 6,8 ml dH2O, 120 µl 10% APS und 9 µl TEMED.
2.1.7. Primer für Polymerase-Kettenreaktion und Sequenzierung
Die Primer, ausgenommen die qRT-PCR-Primer aus Tabelle 7, wurden mit dem PyroMark Assay 
Design Tool entwickelt und anschließend bei biomers (biomers; Ulm) bezogen. Die im Folgenden 
mit „Forward“ (vorwärts) und „Reverse“ (rückwärts) bezeichneten Primer wurden für die PCR ge-
nutzt, wobei jeweils einer der Primer mit einer 5'-Biotinylierung modifiziert wurde. Dies ermöglicht 
das spätere Binden des PCR-Produktes an die Streptavidin-konjugierten Sepharose-Beads wäh-
rend der Vorbereitung zur Pyro-Sequenzierung. 
Für die Sanger-Sequenzierung der DROSHA-Mutation wurde der Forward-Primer genutzt, der 
auch für die PCR zum Einsatz kam. Für die cDNA-Synthese aus RNA kamen alternative Primer 
zum Einsatz.
Die qRT-PCR-Primer aus Tabelle 8 wurden aus der Roche Universal Probe Library (Roche Applied
Science; Penzberg) bezogen.
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Tabelle 7: Übersicht über verwendete Primer









ADAM20 F GTGCGAGCTACAGTGGTGCATAA keine 23 73,5 52
R GAGGCGGTTGAATACATAATCCAC Biotin 24 71,6 46
Seq GCAGTTATGCCCAATAT keine 17 50,9 41
EPHA4 F TCCACTCACAGTCCGCAATCT Biotin 21 72,1 52
R TTGACACAGGAGCCTCGAACTT keine 24 72,4 50
Seq GAACTTCCACCAGGG keine 17 51,4 60
HOXC11 F AGCAGAGACCGGCTGCAGTAT Biotin 21 72,5 57
R GGCCCGGTCTGCAGGTTA keine 18 73,4 67
Seq TGCAGGTTACAGCAGAG keine 17 53,3 53
ING3 F CACCAAAAGGCAAATGGTACTGT keine 23 71,1 44
R AGGACCACCTTTATTTGTGTCTGC Biotin 24 71,5 46
Seq CTTCTCTTCATTGCAGC keine 17 51,7 47
MADD F ATCCCTGCAGCCTCTCAGT keine 19 68,9 68
R AGGTGGAGAAGAAAGGGTAGTGG Biotin 23 70,8 52
Seq ACGTCCCTGTGCGTG keine 15 57,9 67
PAX5 F CGGGGAGACTTGTTCACAC keine 19 68,1 58
R GGCTCTGTGGTGGTGAAGAT Biotin 20 69,1 55
Seq GGACCGCGTGTTTGA keine 15 57,9 60
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Fortsetzung Tabelle 7: Übersicht über verwendete Primer









RNF43 F GTGGGCACCATCTTTGTGA Biotin 19 69,6 53
Pyro-Primer R CTCCTTCCTTCTCCCTAACCA keine 21 68,6 52
Seq TGTGGCGGGGGCGGC keine 15 73,8 87
TLR1 F CTAGCATCTTCCATTTTGCCATTA keine 24 70,3 38
Pyro-Primer R AGGTCTTTAGGAACGTGGATGA Biotin 22 68,8 46
Seq AAGAAAGTGAATTTTTAGTT keine 20 47,1 20
TACC2 F TTGAGATCCCAGCCAGTGCTAT Biotin 22 55,3 50
Pyro-Primer R CTTACCACCTCCACCCCTGAA keine 21 55,3 57
Seq TGAACTTACGTCTTTAGGG keine 19 41,8 42
DROSHA gDNA F GGGAGAAGGAATTTTACAAAACAC keine 24 52,3 37
Pyro-Primer R TCCAATTGCTTCTTCAAACTCA Biotin 22 51,8 36
Seq TATTTCTATTTTCCTGTAGC keine 20 38,7 30
DROSHA CDNA F GACGCTTGCTCTTTAATGATCC keine 22 52,5 45
Pyro-Primer R Pyro TCCAATTGCTTCTTCAAACTCA Biotin 22 51,8 36
Seq CCACCCACTCCAACTA keine 16 39,7 56
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Tabelle 8: Primer für qRT-PCR
Primer Sequenz (5‘ → 3‘) Katalognummer
Roche Universal



















R TCAAGGTGAGGGAGGCAAT 19 51,1 53




Die DNA wurde aus formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe (FFPE) mit dem 
QIAamp DNA mini kit gemäß Herstellerangaben extrahiert. Dazu wurde zunächst das Tumorareal 
auf HE-gefärbten Schnittpräparaten markiert und mit Einwegskalpellen von konsekutiven Schnitten
abgetragen.
Das kryokonservierte Material wurde bereits vor der Archivierung als reines Tumorgewebe präpa-
riert. Die Zwischenlagerung erfolgte bei -70 °C. Das Tumorgewebe wurde mit Hilfe von Flüssig-
stickstoff schockgefroren und anschließend mit einem Mörser pulverisiert. Eine 2-3 mm durch-
messende Menge pulverisierten Gewebes wurde in 180 μl ATL-Puffer und 20 μl  Proteinase-K 
(QIAamp DNA mini kit) überführt und über Nacht bei 56°C schüttelnd lysiert.  Anschließend wurden
200 μl AL-Puffer hinzugefügt und weitere 10 Minuten bei 70 °C zur Inaktivierung der Proteinase K 
inkubiert. Der Ansatz wurde mit 200 μl Äthanol vermischt und auf die QIAamp-Säule zur DNA-Bin-
dung überführt. Es folgten mehrere Waschschritte bestehend aus Waschen mit AW1-Puffer, an-
schließend Zentrifugieren bei 8000 G (1 Minute),  Waschen mit AW2-Puffer, Zentrifugieren bei 
8000 G für 1 Minute und schließlich zur Trocknung der Äthanolreste Zentrifugieren bei 13000 G für
5 Minuten. Anschließend erfolgte die Elution der gewonnenen und an der Säule gebundenen DNA 
mit 50 μl AE-Puffer. Die Konzentration der gewonnenen DNA-Lösung wurde photometrisch am 
NanoDrop-Photometer ermittelt und durch anschließende Verdünnung der Proben auf einheitliche 
10 ng/μl Endkonzentration eingestellt. 
2.2.1.2. RNA-Isolation (Gesamt-RNA)
Um RNA zu gewinnen wurde das mirVana-miRNA-Isolations-Kit genutzt. Entnommenes gefrorenes
Gewebe wurde zunächst unter Kühlung in flüssigem Stickstoff mit dem Mörser fein zerstoßen und 
anschließend in 300 µl Lysis/Binding-Puffer aufgenommen. Anschließend wurde 1/10 des Gesamt-
volumens miRNA-Homogenat-Additiv hinzugegeben und für 10 Minuten auf Eis gekühlt. Nach der 
Inkubation und erfolgten Lyse auf Eis wurde das Lysat mit 300 µl Phenol-Chloroform-Lösung ho-
mogen vermischt. Nach Zentrifugation bei 10.000 g bei Raumtemperatur wurde die lipophile Phase
von der wässrigen getrennt. Die wässrige Phase enthält die aufzureinigende RNA. Die wässrige 
Phase, etwa 200 µl, wurde vorsichtig in ein mit 250 µl Äthanol versetztes Reaktionsgefäß über-
führt, vermischt und anschließend auf eine Extraktionssäule überführt. 
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Nach 15-sekündiger Zentrifugation wurde das Filtrat verworfen und die Extraktionssäule mit 700 µl 
Wash Solution 1 versetzt, es folgte eine 15-sekündige Zentrifugation bei 10.000 G. Der Durchfluss 
wurde erneut verworfen, es folgten zwei weitere Waschschritte mit der Wash Solution 2/3 mit je-
weils 500 µl und jeweils 15 sekündiger Zentrifugation. Zur Trocknung der Säule wurde diese im An-
schluss 1 Minute bei 10.000 G zentrifugiert. Die Extraktionssäule wurde in ein frisches Reaktions-
gefäß überführt und die RNA mit 100 µl auf 95 °C erhitzter Elutionslösung für 30 Sekunden bei 
10.000 G eluiert. 
2.2.1.3. Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde vor der Pyro- und Sanger- Sequenzierung einge-
setzt, um den zu sequenzierenden DNA-Abschnitt zu generieren und zu amplifizieren. Die entspre-
chenden Primer-Paare sind Tabelle 6  zu entnehmen. Zu jeweils 5 μl der extrahierten DNA (vorlie-
gend als 10 ng/μl-Lösung, siehe Abschnitt Materialgewinnung) wurden pro Ansatz 1 μl Forward-
Primer (10 μM), 1 μl Reverse-Primer (10 μM), aus dem HotStarTaq PCR-Kit jeweils 2,5 μl 10x-Puf-
fer, 1,25 μl dNTPs (Konzentration 2mM), 0,25 μl Taq-Polymerase und schließlich 14 µl Nuklease-
freies Wasser gegeben. Die Ansätze wurden verschlossen und anschließend die Reaktion im 
Thermocycler mit folgendem PCR-Programm gestartet: 
1: 95 °C für 10 Minuten     (Aktivierung der Taq-Polymerase)
2: 95 °C für 30 Sekunden (Denaturierung)
3: 60 °C für 30 Sekunden (Hybridisierung / Annealing)
4: 72 °C für 30 Sekunden (Elongation durch Taq-Polymerase)
5: 72 °C für 7 Minuten.
Die Schritte 2-4 wurden je nach Produkt 35- bis 40-fach wiederholt.
Nach Abschluss der PCR erfolgte zur Erfolgskontrolle eine Gelelektrophorese auf einem 0,5 µg/ml 
Ethidiumbromid-haltigen 2%-Agarosegel und die anschließende Darstellung und Dokumentation 
der DNA-Banden mit Hilfe des Geldokumentationssystems.
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2.2.1.4. cDNA-Synthese
Hierzu wurde das Maxima First Strand cDNA-Synthese-Kit nach Herstellerangaben genutzt. Je-
weils 1 µl 10x dsDNase Buffer wurden mit 1 µl dsDNase der isolierten DNA/RNA beigemischt. Mit 
Nuklease-freiem dH2O wurde auf 10 µl aufgefüllt. Anschließend wurde das Gemisch kurz auf dem 
Vortex agitiert und für 2 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Hiernach wurden die Proben 
auf Eis abgekühlt, erneut kurz zentrifugiert und auf Eis zwischengelagert. Anschließend erfolgte die
Zugabe von 4 µl Reaktionsmix, 2 µl Enzymmix und 4 µl Nuklease-freiem dH2O. Nach erneutem 
Agitieren wurde für 10 Minuten bei 25 °C inkubiert und anschließend weitere 15 Minuten bei 50 °C.
Die Reaktion wurde dann durch Erhitzen auf 85 °C terminiert. 
2.2.1.5. qRT-PCR für mRNA
Synthetisierte cDNA wurde mit dem QuantiTect SYBR Green qRT-PCR-Kit  analysiert. Hierzu wur-
den die schon zuvor verwendeten cDNA-Pyro-Primer für DROSHA (→ Tabelle 7) genutzt. 10 µl  
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix wurden mit 2 µl DROSHA-cDNA-Primer, 2 µl cDNA-Lö-
sung und vermischt und mit 7 µl Nuklease-freiem Wasser auf 20 µl Probenvolumen aufgefüllt. 
Neben dem Ansatz für DROSHA wurden in gleichem Vorgehen Ansätze für die mRNAs der Gene 
CAPN2, CYCC und SDHA  (→ Tabelle 8) als Referenz pipettiert. Zur Vermeidung von Luftblasen 
wurde kurz bei 1000 G anzentrifugiert und die Reaktion im LightCycler 1.2 gestartet wie unter 
2.2.4.2. beschrieben.
2.2.1.6. Reverse Transkription der miRNA (qRT-PCR)
Die Reverse-Transkription von miRNAs wurde mit dem miScript SYBR Green PCR Kit durchge-
führt. Im ersten Schritt wird zunächst cDNA aus der zuvor extrahierten miRNA synthetisiert. Hierzu 
wurden 5 µl miRNA-Extrakt mit 4 µl miScript HiSpec-Puffer, 2 µl miScript Nukleinsäure-Mix, 2 µl 
miScript Reverse-Transkriptase-Mix und 7 µl Nuklease-freiem dH2O vermischt und bei 37 °C für 60
Minuten inkubiert. Anschließend wurde die Reverse Transkriptase für 5 Minuten bei 95 °C inakti-
viert. Danach wurde mit der Echtzeit-PCR fortgefahren. 
Hierzu wurden die 20 µl Volumen aus der Reverse Transkriptase-Reaktion pro Reaktionsansatz 
genutzt. Zu 10 µl PCR-Mastermix wurden 2 µl 10x miScript-Universal-Primer und 2 µl 10x miScript 
Primer Assay für die jeweilige miRNA (mir-15, mir-26b, mir-21, mir-103, mir -145, mir-146a und 
mir-148) hinzugefügt. Dem Ansatz wurde jeweils 2 µl der verdünnten cDNA hinzugefügt und auf 20
µl Gesamtvolumen mit Nuklease-freiem Wasser aufgefüllt. Zur Vermeidung von Luftblasen in den 
gekühlten Glaskapillaren wurden diese kurz bei 1000 g abzentrifugiert und die Reaktion anschlie-
ßend im LightCycler 1.2 gestartet. 
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Das Programm wurde folgendermaßen gewählt:
1: 95 °C für 15 Minuten     (Aktivierung der Taq-Polymerase)
2: 94 °C für 15 Sekunden (Denaturierung)
3: 55 °C für 30 Sekunden (Hybridisierung / Annealing)
4: 70 °C für 30 Sekunden (Elongation und Fluoreszenzmessung)
Die Schritte 2-4 wurden 40-fach wiederholt.
Die Echtzeit-Fluoreszenzmessung erfolgt im LightCycler unter Ausnutzung des Förster-Resonanz-
energietransfers (FRET). Hierzu werden zwei an kurze Sonden-Oligonukleotide konjugierte Fluo-
phore (Donor- und Akeptor-Fluophor „SYBR Green“), die im miScript PCR-Mastermix enthalten 
sind, eingesetzt. Lagern sich diese an Einzelstrang-DNA an, kommen Donor- und Akeptor-Fluo-
phor in räumliche Nähe. Dies ermöglicht, dass zwischen Donor und Akzeptor Energie durch mole-
kulare Wechselwirkung übertragen wird. Der durch Licht einer Wellenlänge von 494 nm im Light-
Cycler angeregte Donor-Fluophor gibt somit Energie an den Akzeptor-Fluophor ab, welcher dann 
grünes Licht einer Wellenlänge von 521 nm emittiert. Dieses Fluoreszenzsignal wird im LightCycler
gemessen. Eine relative Quantifizierung anhand der Signalintensität im Verhältnis zum Hinter-
grundsignal ist entlang des Reaktionsverlaufs möglich.
Es wird der sogenannte Cp-Wert (engl. crossing point) ermittelt, der die Anzahl der Zyklen 
beschreibt, an dem das detektierte Signal zuerst signifikant über die Hintergrund-Fluoreszenz 
ansteigt. Das Quantifikationsverfahren ist ein relatives, sodass eine interne Kontrolle definiert wer-
den muss, anhand der die jeweiligen miRNA-Konzentrationen gemessen werden. Als Referenz 
wurden die ubiquitär exprimierten miRNAs mir-15 und mir-26b verwendet. 
2.2.1.7. Mutationsspezifische PCR  
Bei der Durchführung der PCR wurde durch eine mutationsspezifische Primerwahl ausschließlich 
eine spezifische Punktmutation tragende Basensequenz vervielfältigt. Dieses Prinzip wurde bereits
1989 von Newton et al. als „Amplification Refractory Mutation System“ („ARMS“) benannt und als 
hochsensitive und -spezifische Methode beschrieben.48 Einer der PCR-Primer wird hierbei so 
gewählt, dass er am 3‘-Ende komplementär zur Mutation-tragenden DNA ist und somit keine DNA-
Synthese bei mangelnder 3‘-Bindung an die Wildtyp-Sequenz erfolgen kann. Hierzu müssen die 
PCR-Parameter genau so gewählt werden, dass das Annealing des mutationsspezifischen Primers
spezifisch passieren kann, jedoch eine ausreichende Bindung zwischen Template-Strang und Pri-
mer noch gewährleistet ist.
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In PCR-Strips mit entsprechenden Caps wurden 5 µl DNA-Lösung (10 ng/µl) mit jeweils 20 µl 
PCR-Mastermix (2,5 µl 10 Puffer, 1,25 µl dNTP, 1 µl Forward-Primer, 1 µl jeweils Reverse-Primer 
0,25 µl Taq-Polymerase, 14 µl nukleasefreies dH2O) einer PCR mit 35-40 Zyklen zugeführt. Paral-
lel wurden jeweils Ansätze mit mutationsspefischem und Wildtyp-spezifischem Reverse-Primer der
PCR zugeführt und anschließend über die Agarosegelelektrophorese bewertet.
Es wurden unterschiedliche Parameter für die Annealing-Temperatur und die Zyklenzahl erprobt, 
um eine möglichst hohe Spezifität der Amplifikation zu erreichen. Diese wurde mittels einer Agaro-
segelektrophorese bewertet. Es wurde folgendes PCR-Programm etabliert:
1: 95 °C für 10 Minuten     
2: 95 °C für 30 Sekunden (Denaturierung)
3: 64 °C für 30 Sekunden (Hybridisierung / Annealing)
4: 72 °C für 30 Sekunden (Elongation durch Taq-Polymerase)
5: 72 °C für 7 Minuten.
Die Schritte 2-4 wurden 30-fach wiederholt.
2.2.1.8. Pyro-Sequenzierung
In PCR-Strips mit entsprechenden Caps wurden 5 µl DNA-Lösung (10 ng/µl) mit jeweils 20 µl 
PCR-Mastermix (2,5 µl 10 Puffer, 1,25 µl dNTP, 1 µl Forward-Primer, 1 µl Reverse-Primer 0,25 µl 
Taq-Polymerase, 14 µl nukleasefreies dH2O) einer PCR mit 35-40 Zyklen zugeführt. Hiernach er-
                                                                ATTCTCGGTTTATGACTAGCTGT
                                                               |||||||||||||||||||||||
        GACGCTTGCTCTTTAATGATCC                                 GTTCTCGGTTTATGACTAGCTGT                 ACTCAAACTTCTTCGTTAACCT
        ||||||||||||||||||||||                                 |||||||||||||||||||||||                 ||||||||||||||||||||||
5‘-ATTTGGACGCTTGCTCTTTAATGATCCGGA …[27 bp]… TCTCCACCCACTCCAACTA XAAGAGCCAAATACTGATCGACAACT …[30 bp]… TACTGAGTTTGAAGAAGCAATTGGAGTAAT-3‘
                                              ||||||||||||||||
                                              CCACCCACTCCAACTA                                
                                                
PCR-F-Primer (identisch mit F-Primer für Pyro-Sequezenzierung)
Mutationsspezifischer PCR-R-Primer 
Wildtyp-spezifischer PCR-R-Primer
Biotinylierter R-Primer für Pyro-Sequenzierung 
Sequenzierprimer für Pyro-Sequenzierung 
X Mutation c.3589C>T
Abbildung 2: Darstellung der Primerbindung an die mutationstragende cDNA-Sequenz in DROSHA. 
Der R-Primer bindet entweder Wildtyp- oder mutationsspezifisch und ermöglicht unter geschickt 
gewählten PCR-Parametern so die selektive Amplifikation.
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folgte eine Agarose-Gelelektrophorese zur Überprüfung des Amplifikationserfolgs. Dem fertigen 
PCR-Ansatz wurden anschließend jeweils 40 µl Bindungspuffer, 2 µl Sepharose-Suspension (avi-
dinkonjugierte „Sepharose Beads“) und 18 µl Nuklease-freies dH2O hinzugefügt. Anschließend er-
folgte die Bindung des biotinylierten Amplifikats an das Sepharosematrix-gebundene Avidin über 
10 Minuten auf dem Rüttler.
Die so vorbereiteten Ansätze wurden an der PyroMark Q24 Workstation weiterverarbeitet. Mithilfe 
der Ansaugvorrichtung (Pyromark Q24 „Preptool“ mit 24 „Filter Probes“) wurden sie angesaugt und
an den „Filter Probes“ anhaftend sukzessive mit 70% Äthanol, „Denaturation Solution“ und „Wash 
Buffer“ denaturiert und gewaschen. Anschließend wurden die so generierten Einzelstränge durch 
Abstellen der Vakuumpumpe in eine 24-Well Platte („PyroMark Plate“),  überführt. Diese wurde zu-
vor mit jeweils 25 µl „Annealing Buffer“ und 0,75 µl Sequenzierprimer präpariert. 
Die PyroMark Plates inklusive des Bead-Primer Gemisches wurden anschließend auf 80 °C für 2 
Minuten erhitzt, um Sekundärstrukturbildung der einzelsträngigen DNA zu verhindern. Während 
des folgenden 10-minütigen Abkühlvorangs bei Raumtemperatur erfolgte die Hybridisierung des 
Sequenzierprimers. Die Sequenzierung folgte unter Verweundung der PyroMark Q24-Standardkar-
tuschen sowie den Reagenzien aus dem PyroMark Gold Q24 Reagent Kits nach dem Standard-
protokoll des Herstellers.
2.2.1.9. Sanger-Sequenzierung
Auch für die Sanger-Sequenzierung wurde zunächst eine PCR durchgeführt wie oben geschildert. 
Als Primer für die DROSHA-Sequenzierung wurden die schon für die Pyro-Sequenzierung verwen-
deten Primer verwendet.
Für die Aufreinigung des PCR-Amplifikats wurde das PCR-Clean Up Kit Nucelospin Extract II ge-
mäß der Herstelleranleitung verwendet. Es wurden jeweils 20 µl PCR-Produkt aufgereinigt, d.h. 
von Oligonukleotiden, Primern bzw. Primerdimeren und von den nicht-DNA-Anteilen des PCR-Pro-
duktes befreit. Das Eluat wurde auf dem NanoDrop 2000-Photometer auf die erreichte DNA-Kon-
zentration überprüft und, sofern die DNA-Konzentration über 15 ng/µl lag, vor dem Zuführen in die 
Sanger-Sequenzierung entsprechend verdünnt. Die Sequenzierreaktion wurde mit dem BigDye 
Terminator Kit nach Herstellerangaben und nach Umrechnung auf die entsprechend kleinen Volu-
mina mit 2 µl Premix, 2 µl Puffer, 0,5 µl Primer, 1 µl Nuklease-freiem Wasser und 1 µl PCR-Produkt
angesetzt. Der Sequenzieransatz wurde mit dem NucleoSeq Kit zur Entfernung von Oligonukleoti-
den nach Standardprotokoll des Herstellers aufgereinigt. Anschließend wurde das Analysat auf 
eine 96-Well Platte geladen. Die Sequenzierung erfolgte am Genetic Analyzer 3500. Das folgende 
Sequenzierprogramm wurde gewählt:
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1: 96 °C für 20 Sekunden
2: 53 °C für 15 Sekunden
3: 60 °C für 4 Minuten
Schritte 1-3 mit 26 Wiederholungszyklen, anschließend Kühlung auf 10 °C.
Der Sequenzieransatz wurde anschließend mit dem NucleoSeq Kit zur Entfernung von Oligonu-
kleotiden nach Standardprotokoll des Herstellers aufgereinigt und das Analysat auf eine 96-Well 
Platte geladen. Die Sequenzierung erfolgte am Genetic Analyzer 3500 im „BigDye Sequencing“ 
Standardprogramm.
Die Auswertung der Elektropherogramme erfolgte mit FinchTV.
2.2.2. Untersuchungsmethoden auf Protein-Ebene
2.2.2.1. Histologie 
Von formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden Paraffinschnitte ange-
fertigt und mit Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbt. Die histologische Klassifikation der Adenokarzino-
me erfolgte nach Laurén und dem Mucin-Phänotyp. Das Tumorstadium aller Magenkarzinompati-
enten erfolgte nach der 7. Auflage der TNM-Klassifikation. In dieser Auflage werden zudem alle Tu-
more des ösophagogastralen Übergangs sowie 5 cm proximal der Magenschleimhaut als Tumoren
des Ösophagus klassifiziert. Dies wurde bei der Auswertung berücksichtigt und die Patienten wur-
den dementsprechend reklassifiziert.
2.2.2.2. Herstellung von Tissue Micro Arrays
Für die Herstellung von Tissue Micro Arrays (TMAs) wurden an den HE-gefärbten Schnittpräpara-
ten Tumorareale gekennzeichnet und anschließend je drei 1,5 mm durchmessende Gewebestan-
zen aus dem korrespondierenden Paraffinblock entnommen und in einen Empfänger-Paraffinblock 
(den eigentlichen TMA-Block) übertragen. Anschließend wurden 2 μm dicke Schnitte von den 
TMA-Blöcken angefertigt, mit HE-gefärbt und die erfolgreiche Übertragung tumorhaltigen Gewebes
überprüft. Die insgesamt 21 TMA-Blöcke umfassten das gesamte Magenkarzinomkollektiv mit je-
weils 5 Gewebestanzen pro Fall.
2.2.2.3. Immunhistochemische Färbung von Gewebeschnitten
Neben den TMAs des gesamten Fallkollektivs wurden Flächenschnitte des MSI/MSS-Kollektivs ge-
färbt. Die 2 μm dicken Paraffinschnitte wurden  in einer absteigenden Alkoholreihe (2x Xylol, 2x 
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96% Äthanol, 2x 70% Äthanol, 2x 50% Äthanol und 2x dH2O.) entparaffiniert, rehydriert und an-
schließend in 10 mM Citratpuffer, pH 6,0 jeweils 10 Minuten bei 120 °C in einem Schnellkochtopf 
vorbehandelt. Anschließend wurden die Schnitte 5 Minuten lang in TBS-Puffer gespült und die en-
dogene Peroxidase mit Hydrogen Peroxide Block für weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur blo-
ckiert. Daraufhin erfolgte eine erneute dreimalige Spülung in 1x-TBS-Puffer und anschließend eine
5-minütige Inkubation mit Ultra-V-Block, danach eine zweimalige Spülung mit 1x-konzentrierten 
TBS-Puffer. Nach dieser Vorbehandlung erfolgte die Inkubation mit den Primärantikörpern. Die Pri-
märantikörper waren zuvor an geeigneten Kontrollgeweben in unterschiedlichen Verdünnungen 
etabliert worden. Die für die jeweiligen Antikörper zum bestmöglichen Färberesultat führenden Ver-
dünnungen sind in Tabelle 9 aufgeführt. Zur Verdünnung wurde Antibody Diluent verwendet. Die 
Paraffinschnitten wurden bei 4 °C über Nacht inkubiert. Zum Nachweis der Immunreaktion wurde 
Simple Stain Max PO, ein Meerrettichperoxidase-gekoppeltes Polymer mit Affinität zu Primäranti-
körpern von sowohl Kaninchen als auch Maus, 30 Minuten lang auf den Schnitten bei Raumtempe-
ratur inkubiert, erneut 3x mit TBS-Puffer gespült und dann mit Diaminobenzidin (DAB) als Peroxi-
dase-Substrat 5 Minuten lang entwickelt. Danach wurde mit demineralisiertem Wasser gespült. 
Nach anschließender Kern-Gegenfärbung mit Hämalaun für 1 Minute und folgendem Bläuen unter 
Leitungswasser, wurden die Schnitte wieder in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und ab-
schließend mit Pertex und einem Deckgläschen eingedeckt. Bei der Auswertung am Lichtmikro-
skop wurde die Immunreaktion auf einer ordinal skalierten Achse bewertet. In den histologischen 
Score fanden zweierlei Größen Einzug: zum einen die Intensität der Immunreaktion, bewertet  auf 
einer Skala von 0 – 3, sowie der Prozentanteil der angefärbten Tumorzellen, bewertet auf einer 
Skala von 0 – 5 (→ Tabelle 10). Anschließend wurde ein Summenscore aus beiden Werten gebil-
det.
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Drosha 1 p† K* nicht spezifiziert abcam1 ab12286 1:800 Haut
Drosha 2 p† Z° nicht spezifiziert abcam1 ab58589 1:50 Haut





Drosha 4 m‡ K* um Aminosäure 549 CellSignaling3 3410S 1:200 Haut
GNAS1 p† K* nicht spezifiziert LifeSpan4 LSB4007 1:150 Niere
WNK1 p† K* nicht spezifiziert Acris5 AP07033PU-N 1:1000 Niere
₡ Immunogen lt. Herstellerangaben     † polyklonal     ‡monoklonal    *Kaninchen     ° Ziege
1 abcam; Cambridge, UK 2 Novus Biologicals; Littleton, CO, USA
3 CellSignaling Technologies; Danvers, MA, USA4 LifeSpan BioSciences; Seattle, WA, USA
5 Acris; Herford
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2.2.2.4.1. Herstellung der Proteinlysate
Aus gefrorenem Tumormaterial oder aus HEK-293-Zellpellets wurden jeweils etwa 100 µg Material
entnommen und mit dem Ultra Turrax-Homogenisator für wenige Sekunden im ProteoJet Lysis 
Puffer, dem eine Proteaseinhibitor-Tablette gegen Autolyse zugesetzt wurde, homogenisiert.  An-
schließend wurde bei 16000 G für 15 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verwendet. 
2.2.2.4.2. Messung der Protein-Konzentration
Für die Messung der Protein-Konzentration wurde das DC Protein Assay Kit nach Herstelleranga-
ben genutzt. Die Messung erfolgte am Synergy Mx-Spektralphotometer bei 700 nm Wellenlänge.
2.2.2.4.3. Elektrophorese
Die Precast-TGX-Acrylamid-Gele wurden in die Elektrophoresekammer eingespannt und die Kam-
mer mit 1x Elektrophoresepuffer etwa halbvoll befüllt. Anschließend wurde der Kamm entfernt und 
die Taschen mit Elektrophoresepuffer gespült. Die Proben wurden mit Laemmli-Puffer für 10 Minu-
ten bei 95 °C auf dem VWR-Digital-Heizblock erhitzt.
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Die Gel-Taschen wurden dann mit 50 µg Proteinlösung und je 50 µl 2x Marker beladen. 
Die Elektrophorese wurde für 30 Minuten bei 200 V durchgeführt. Bei Herauslaufen der sichtbaren 
Pufferfront aus dem Gel wurde die Elektrophorese beendet. Die Gele wurden entnommen und in 
dH2O gespült. 
2.2.2.4.4. Coomassie-Gelfärbung und Blotting
Eines der Gele wurde jeweils in Coomassie-Färbelösung über Nacht gefärbt und anschließend für 
4 Stunden in Destaining-Lösung wieder entfärbt. 
Die PVDF-Membranen wurden vor dem „Blotten“ in Methanol für 30 Sekunden gespült, anschlie-
ßend in dH2O gewaschen und auf dem Rüttler für mindestens 10 Minuten in Blottingpuffer gelegt. 
Anschließend wurden die Membranen im „Sandwichprinzip“ (wie folgt: Vlies, Filterpapier, Gel, 
PVDF-Membran, Filter, Vlies) in die Blotting-Kammer gelegt und die Kammer mit Blottingpuffer ge-
füllt. Das Blotting in der Kammer („Kassette“) erfolgte in vertikaler Aufstellung. Die Membranen 
wurden mit 3% BSA/TBS über Nacht blockiert. Anschließend wurde dreimalig für 10 Minuten mit 1x
TTBS gespült. Anschließend erfolgte die Benetzung mit dem entsprechenden Primär-Antikörper. 
Hierzu wurde der jeweilige Antikörper in 3% BSA/TBS verdünnt. Die genutzten Antikörper und Kon-
zentrationen sind in Tabelle 11 aufgeführt. Inkubiert wurde für 60 Minuten auf dem Rüttler. Nach er-
neutem dreimaligen Spülen für 10 Minuten mit 1x TTBS wurde der 1:1000 in TTBS verdünnte, AP-
konjugierte Sekundär-Antikörper für ebenfalls 60 Minuten auf dem Rüttler inkubiert. Das AP-Sub-
strat wurde so lange auf den Membranen zur Inkubation belassen, bis die gewünschte Intensität 
der Immunfärbung erreicht war. Anschließend wurden die Membranen getrocknet.














Drosha 1 p† K* nicht spezifiziert abcam1 ab12286 1:1000
Drosha 4 m‡ K* um Aminosäure 549 CellSignaling3 3410S 1:500
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2.2.3. Statistische Auswertung
Die immunhistochemischen Färberesultate und der Mutationsstatus wurden in Excel-Übersichtsta-
bellen eingepflegt. Zur Auswertung wurde die Software SPSS v20.0 verwendet. Die immunhisto-
chemischen Scores wurden mit den klinischen Daten der Tumorfälle korreliert. Hierbei wurden der 
Tau-Test nach Kendall und der exakte Test nach Fisher angewandt. Um die immunhistochemische 
Anfärbbarkeit und die klinischen Daten mit dem exakten Test nach Fisher korrelieren zu können, 
wurde zuvor eine Dichotomisierung in positive und negative Fälle bzw. Fälle hoher und Fälle niedri-
ger Expression des IHC-gefärbten Proteins entlang des statistischen Medians der ordinal skalier-
ten immunhistochemischen Scores durchgeführt. Für ordinal skalierte Kategorien wurde auf Ken-
dall's tau-Test zurückgegriffen. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von ≤ 0,05 festgelegt. So-
fern für ein auf Korrelation zu prüfendes klinisches Merkmal für einen Fall nicht vorlag, bzw. nicht 
erhoben wurde, wurden die entsprechenden Fälle nicht in der Statistik berücksichtigt. Weiterhin 
wurden Überlebenszeitkurven nach Kaplan-Meier erstellt.
Hieran wurde eine Signifikanzprüfung mittels Log-Rank-Test nach Mantel-Cox durchgeführt.
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3 .  E R G E B N I S S E
3.1. Überprüfung der pathobiologischen Relevanz von WNK1 beim Magenkarzinom
3.1.0. Literaturrecherche
Die Sichtung der über PubMed41 verfügbaren Literatur zur Datenlage Genom-weiter oder zielge-
richteter Sequenzierung beim Magenkarzinom im April 2011 ergab eine im Vergleich zu einigen an-
deren Tumorentitäten noch recht überschaubare Datenlage. Vollständige Exom-, sowie Genomse-
quenzierungen aus Tumorzellen bzw. Tumorgewebe waren bis dahin nicht publiziert worden. Be-
sonderes Augenmerk fiel auf die bereits im Einleitungsteil erwähnte Arbeit von Zang et al.27, des-
sen Arbeitsgruppe ein „Targeted Deep Sequencing“ von Tumorzellen aus 14 Zelllinien beim Ma-
genkarzinom durchgeführt hatte. Untersucht wurden exonische Genregionen von 532 für Kinasen 
codierenden Genen. Unter den hierbei gefundenen über 300 bislang nicht beschriebenen („novel“) 
Mutationen fanden sich am häufigsten in den Genen TTN und WNK1 mit 12/14 und 6/14 Zelllinien,
gefolgt von OBSCN und SPEG mit 5/14 bzw. 4/14 Fällen, in denen Mutationen nachgewiesen wer-
den konnten. Ins Verhältnis zur Genlänge gesetzt fielen die Anzahl der Mutationen in TTN, OB-
SCN und SPEG hinter WNK1. Aufgrund dieser vielversprechenden Ergebnisse wurde WNK1 aus-
gewählt, um dessen potentielle tumorbiologische Relevanz einmal auf Proteinebene immunhisto-
chemisch zu prüfen.
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3.1.1.  Immunhistochemische Färbung von WNK1  am Gesamtkollektiv 
Von den insgesamt 611 Fällen im Gesamtkollektiv waren nach Färbung einer TMA-Schnittserie 
472 Fälle auswertbar. Die immunhistochemische WNK1-Färbung an TMA-Schnitten ergab eine 
spezifische Immunreaktion von Tumorzellen in 77,3% der auswertbaren Fälle. Bei der Auswertung 
der TMAs fiel eine Verteilung der Immunscores mit Bevorzugung mittlerer Werte auf. Man beachte,
dass es sich beim Immunscores um ein nominal skaliertes Merkmal handelt und somit Rückschlüs-
se auf die Form der Verteilung nur eingeschränkt zulässig sind.
Abbildung 3: Darstellung vierer exemplarischer WNK1-gefärbter Fälle in der Immunhistologie. Die Immun-
reaktion ist diffus zytoplasmatisch (1 & 3). Eine starke Immunreaktion weisen auch Granulozyten auf, die 
somit eine interne Positivkontrolle darstellen. Originalvergrößerung 400x.
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Tabelle 12: Übersicht über das WNK1-Färbeergebnis
IHC-Score Anzahl [n] Anteil [%] Anteil valider [%] kumulativ [%]
Valide 
Fälle
0 8 1,3 1,7 1,7
2 11 1,8 2,3 4,0
3 51 8,3 10,8 14,8
4 153 25,0 32,4 47,2
5 158 25,9 33,5 80,7
6 86 14,1 18,2 98,9
7 5 0,8 1,1 100,0
Gesamt 472 77,3 100,0
Bei der Korrelationsprüfung zwischen Immunscore und einzelnen klinischen Merkmalen 
(→ Tabelle 12) ergibt sich eine signifikante Korrelation mit dem Mikrosatellitenstatus (p-Wert 
0,022). Unter den 35 ausgewerteten MSI-Fällen erreichen 25 einen hohen WNK1-Score, während 
nur 10 einen geringen Score aufweisen. Weitere Auffälligkeiten im Sinne eines besonderen intra-
zellulären Verteilungsmusters der Immunreaktion war in der Mikroskopie nicht ersichtlich.
















Abbildung 4 Häufigkeitsverteilung der IHC-Scores innerhalb der WNK1-Färbung.
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Tabelle 12: Korrelation klin. Parameter mit dem dichotomisierten WNK1-IHC-Score
p-Werte 






Geschlecht weiblich männlich nominal 0,637
Altersgruppe Patient < 68 Jahre Patient ≥ 68 Jahre nominal 0,462
Lokalisation proximal distal nominal 0,691
Laurén-Klassifikation intestinal diffus Mischtyp unklass. nominal 0,001☼
Mucin-Typus intestinal gastrisch Mischtyp unklass. nominal 0,002☼
T-Kategorie T1 T2 T3 T4 ordinal 0,235☼ 0,248☼
N-Kategorie N0 N1 N2 N3 ordinal 0,894☼ 0,782☼
M-Kategorie M0 M1 ordinal 0,413☼
TNM-Stadium IA,B IIA,B IIIA,B,C IV ordinal 0,463☼ 0,820
N-Ratio < 0,895 ≥ 0,895 ordinal 0,713
Grading G1, G2 G3, G4 ordinal 0,195
L-Kategorie L0 L1 ordinal 0,455
V-Kategorie V0 V1 ordinal 0,296
Helicobacter-Status positiv negativ nominal 0,781
EBV-Status positv negativ nominal 0,240
Mikrosatellitenstatus stabil (MSS) instabil (MSI nominal 0,022






MSS 209 218 427
MSI 10 25 35
219 243 462
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Weiterhin ergaben sich signifikante Zusammenhänge zwischen dem WNK1-Immunoscore und der 
Laurén-Klassifikation (p=0,001) (→ Tabelle 12), sowie dem Mucin-Typ (p=0,002). 
Bei der näheren Betrachtung der Rohdaten (→ Tabelle 14) fällt es jedoch schwer, einen klaren Zu-
sammenhang zwischen dem Laurén-Typ und der Höhe des IHC-Score zu schlussfolgern. Allenfalls
scheinen Fälle, die als intestinale und diffuse Tumoren klassifiziert sind, eher einen niedrigen 
WNK1-Score zu erreichen, während unter den unklassifizierten Tumoren eher eine starke Expres-
sion zu beobachten ist.





intestinal 100 142 242
diffus 87 59 146
Mischtyp 15 15 30
unklass. 19 33 52
221 249 470
Bei der Aufschlüsselung der Mucin-Typen (→ Tabelle 15) fällt ins Auge, dass Tumoren mit intes-
tinalem Mucin-Typ eher starke WNK1-Expression zeigen, während dies auf Tumoren mit gastri-
schem und unklassifiziertem Mucin-Typ nicht zutrifft (p=0,002).






intestinal 43 78 121
gastrisch 36 27 63
Mischtyp 79 90 169
unklass. 42 26 68
200 221 421
In der Untersuchung der Überlebenszeit, abhängig vom Vorliegen eines hohen oder niedrigen 
WNK1-IHC-Scores in der graphischen Darstellung nach Kaplan-Meier (→ Abb. 5), konnte kein Un-
terschied beim zeitabhängigen Gesamtüberleben der Teilpopulationen festgestellt werden. 
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3.2. Erstes Zwischenfazit
Zusammenfassend lässt sich anhand der Ergebnisse des ersten hier verfolgten Ansatzes kein Hin-
weis finden, dass die Expression von WNK1 in einem größeren Kollektiv von Magenkarzinomen 
klinisch relevante Rückschlüsse auf klinische Daten, insbesondere die Überlebensprognose, sowie
auch histopathologische Eigenschaften des Tumors zulässt. Zum einen stellt sich die Frage, ob die
von Zang et al. berichtete hohe Mutationsfrequenz repräsentativ für ein klinisches Kollektiv ist, zum
anderen bleibt unklar, ob putative Mutationen überhaupt zu relevanten Alterationen auf Proteinebe-
ne führen. Zum Zeitpunkt dieser Studie waren nur sehr wenige Daten von Krebsgenomsequenzie-
rungen des Magenkarzinoms bekannt. Die literaturgestütze Auswahl putativer Zielgene sollte durch
eigene Sequenzierergebnisse ergänzt werden. Eine anschließende Validierung auf mehreren Ebe-
nen wurde begonnen, um zusätzliche Erkenntnisse bzgl. der Validität der NGS-Methodik zu gewin-
nen und bestenfalls therapeutisch und prognostisch relevante Mutationen aufzudecken.
 
      
Abbildung 5:   Darstellung  der kumulativen Überlebenszeitkurven nach Kaplan-Meier für das in Fälle 
hoher und niedriger WNK1-Expression dichotomisierte Patientenkollektiv.
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3.3. Überprüfung von SNPs aus einem WES-Ansatz 
Als Proof-of-Pinciple-Ansatz wurden Tumoren von zwei Patientinnen auf NGS-Plattformen sequen-
ziert (WGS und WES).
Wieder war das Ziel, putative tumorbiologisch relevante Mutationen/SNPs unabhängig zu
validieren. Im ersten Ansatz erfolgte die Überprüfung ausgesuchter SNPs aus dem WES-Ansatz 
(→ Teil Material; die Ergebnisse dieser Sequenzierung sind Gegenstand der Doktorarbeit von Frau
Daniela Esser und werden deshalb hier nicht gezeigt). Nach restriktiver Filterung verblieben 104 
Mutationen, von denen nach händischer Selektion schließlich acht anhand ihrer plausibel erschei-
nenden Rolle als mögliche Onkogene oder Tumorsuppressorgene (NBCI, SwissProt) für die Verifi-
zierung durch Pyro-Sequenzierung ausgewählt wurden. Diese sind in Tabelle 16 zusammenfas-
send dargestellt. Neben den acht in beiden Tumorfällen per NGS nachgewiesenen Mutationen 
wurde auch das Vorliegen der Substitution c.7507A>C p.K2242Q (RefSeq49 NM_018979) in 
WNK1, welcher im NGS-Ansatz im Tumorfall 1 nachgewiesen werden konnte, verifiziert.
Dafür wurde DNA der kryokonservierten und WES-analysierten Gewebeproben für jede der gefun-
denen Mutationen mit entsprechend flankierenden Primern einer PCR zugeführt und das Produkt 
anschließend mit spezifischen Sequenzierprimern mit Hilfe der Pyro-Sequenzierung überprüft.
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Abbildung 6:  Exemplarische Darstellung des Ergebnisses der Pyro-Sequenzierung anhand der MADD-
Mutation c.730T>G (Referenz-Sequenz NM_003682). Links Zusammenschau der Nukleotidsequenzen Wild-
typ und Mutante, sowie des Agarosegels mit DNA-Amplifikat, rechts Darstellung der Pyrogramme. Die De-
tektion der Mutation konnte nicht reproduziert werden, was auch für die Mutationen in EPHA4, HOXC11, 
ING3, MADD, PAX5, RNF43 und TLR1, sowie die nur für Tumor 1 im WES detektierte Mutation in WNK1 gilt.
Die Überprüfung der WES-Daten ergab bei keiner der 8 geprüften Mutationen in ADAM20, EPHA4,
HOXC11, ING3, MADD, PAX5, RNF43 und TLR1 eine Übereinstimmung. Als Wildtyp-Kontrolle 
wurde jeweils Nichttumor-DNA von Fall 1 verwendet. Ebenfalls nicht verifiziert werden konnte die 
im WES ausschließlich für den Fall Tumor 1 detektierte Mutation in WNK1.  Tabelle 10 gibt einen 
Überblick über die überprüften SNPs und die zugrundeliegenden Coverages, sowie Angaben der 
SNP-unterstützenden Reads innerhalb der NGS-Datenmenge. Als Konsequenz führte die Falsifika-
tion aller geprüfter SNPs zur Revision der bis dahin hier angewandten NGS-Methodik und zog die 
ergänzende Durchführung eines Whole Genome Sequencing nach sich. 
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Tabelle 16: Synopsis über die Funktion der Gene, in denen WES-detektierte Mutationen überprüft wurden
Gen Funktion
ADAM20
Codiert für ein membranständiges Protein mit Dystegrin- und Metalloprotease-Domäne, die eine Funktion in Zell-Zell, sowie Zell-Zellmatrix-Inter-
aktionen vermuten lässt. ADAM20 wird in Magenschleimhautzellen, die mit Helicobacter pylori infiziert sind, häufiger als von nicht-infizierten Zel-
len exprimiert. Auch in Magenkarzinomen ist eine stärkere Expression signifikant häufiger zu beobachten.52
EPHA4
Rezeptortyrosinkinase, deren Expression beim Magenkarzinom mit hoher Invasionstiefe, hohem Grad an Lymphknoteninvasion, hohem Erkran-
kungsstadium und schlechtem Gesamtüberleben assoziiert ist. EphA4-Expression wird als unabhängiger prognostischer Faktor und als mögliches
Ziel für eine Therapie mit monoklonalen Antikörpern diskutiert.53
HOXC11
HOXC11 ist ein Mitglied der Homeobox-Genfamilie. HOXC11 ist in 5-Fluoruracil-sensitiven Magenkarzinom-Zelllinien zumeist herunterreguliert, 
während die Expression in den  5-Fluorouracil-resistenten Zelllinien eher erhöht ist.54
ING3
Wahrscheinlich spielen ING-Proteine eine Rolle als Rezeptoren und Signalübermittler für Phosphoinositid-Signalmoleküle. Somit sind Einflüsse 
auf die Transkriptionsregulation, Zellproliferation, Seneszenz und Apoptose wahrscheinlich. Beim Kolorektalen Karzinom ist ING3 auf RNA- und 
Proteinebene im Vergleich zu normaler Schleimhaut überexprimiert.55
MADD
Über die Aktivierung von Rab GTPasen spielen Genprodukte von MADD eine Rolle in zelldifferenzierungs-  und regulations-relevanten Signalwe-
gen. Eine Unterexpression bei Magenkarzinomzellen verglichen mit normalen Schleimhautzellen ist auf RNA-Ebene vorbeschrieben. Die Expres-
sion zeigt eine signifikante Assoziation zu geringerem Gersamtüberleben.56
PAX5
Transkriptionsfaktor mit wahrscheinlicher Relevanz für die Zelldifferenzierung der B-Zellreihe, sowie des Nervensystems. Eine Hypermethylierung 
in der Promoterregion von PAX5 ist beim Magenkarzinom mit einem schlechteren Gesamtüberleben assoziiert.57
RNF43
Codiert für eine transmembranäre Ubiquitinligase, vermittelt somit über Wnt/β-Catenin Einflüsse auf Proliferation und Zelldifferenzierung. Eine 
Herabregulation von RNF43 ist beim Magenkrebs mit fortgeschrittenem Tumorstadium und geringerem Gesamtüberleben assoziiert.58
TLR1
Codiert für Protein aus der Familie der Toll-like-Rezeptoren, das in der angeborenen Immunabwehr eine wichtige Rolle spielt. Ligandenbindung 
führt indirekt zu NF-kappa-B-Aktivierung und Zytokinproduktion. Beim Adenokarzinom des Ösophagus ist TLR1 im Vergleich zu normaler Schleim-
haut überexprimiert.50
WNK1
Codiert für eine Serin/Threonin-Kinase mit gewebespezifisch entweder zytoplasmatischer oder membranständiger intrazellulärer Lokalisation. 
Über den MAP-Kinase-Signalweg kann sowohl Proliferation, als auch Apoptose ausgelöst werden.30,51 Im Zebrafisch-Modell ergeben sich Hinwei-
se dafür, dass WNK1 Mediator in der VEGF-vermittelten Angiogenese ist.31
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¶ Lokalisationsangaben bezogen auf: UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19)  Assembly59  
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3.4. Überprüfung von SNPs aus einem um ein WGS erweiterten WES-Ansatz 
Das nach der Falsifikation der Mutationsdaten aus dem WES durchgeführte WGS lieferte weitere 
Daten, die vergleichend bzw. zusätzlich zur WES-Rohdatenmenge analysiert wurden. In diesem 
zweiten Ansatz der Datenanalyse wurden die Filterparameter so gewählt, dass erneut mindestens 
5% der Reads einen SNP unterstützten und nur diejenigen Reads beachtet werden, die ein ge-
ringes „Hintergrundrauschen“  anderer Fluoreszenzsignale in der Sequenzierung aufwiesen (HQ-
Reads). Insbesondere wurden nur SNPs gewertet, deren Detektion sowohl im WES, als auch in 
WGS erfolgt war. 
Nach der abschließenden Datenanalyse wurden händisch vier Varianten für Tumor 1 und eine De-
letion für Tumor 2, anhand ihrer Lage in tumorbiologisch als relevant angenommenen Genen, zur 
weiteren Überprüfung durch Sequenzierung und/oder Immunhistochemie ausgewählt. Die SNPs in
RERE, TACC2 und TYRO3 konnten in eindeutiger Weise mittels Pyro-Sequenzierung reproduziert 
werden.
Abbildung 7: Darstellung des Ergebnisses der Pyro-Sequenzierung der RERE-Mutation c.2308C>T (Ref-
Seq49 NM_012102). Links Zusammenschau der Nukleotidsequenzen und korrespondierenden Proteinse-
quenzen in Wildtyp und Mutante, sowie des Agarosegels mit DNA-Amplifikat. Rechts „Pyrogramme“. Die 
Mutation konnte im Pyro-Assay bestätigt werden. 
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Im Falle der Pyro-Sequenzierung für den DROSHA-SNP c.3589C>T (NM_001100412) zeigte sich 
das stärkste Signal im Fall Tumor 1, jedoch war auch jeweils ein schwaches SNP-unterstützendes 
Signal in den Proben von Nichttumor-Gewebe von Fall 1 und Fall 2 nachweisbar. Aufgrund der Un-
eindeutigkeit auch nach der Wiederholung mit anderen DNA-Aliquots fand im Anschluss ergän-
zend eine Sanger-Sequenzierung statt.
In der Sanger-Sequenzierung konnte das Vorhandensein der Mutation c.3589C>T neben einem 
stärkeren Signal der Wildtyp-Sequenz nachgewiesen werden. Als Zufallsbefund konnte der Poly-
morphismus c.3630A>G (chr5:31423007T>C, Referenzgenom  GRCh37/hg19) für Tumor- und 
Kontroll-Gewebe von Fall 1  nachgewiesen werden. Die Datenbank ExAC60 gibt für den Polymor-
phismus eine Allelfrequenz von 0,3302 in der untersuchten Gesamtbevölkerung an. Für die euro-
päische Subgruppe beträgt die Frequenz 0,263.
Abbildung 8: Darstellung des Ergebnisses der Pyro-Sequenzierung der DROSHA-Mutation c.3589C>T 
(NM_001100412) auf gDNA-Ebene. Links Zusammenschau der Nukleotidsequenzen und korrespondie-
renden Proteinsequenzen in Wildtyp und Mutante sowie des Agarosegels mit gDNA-Amplifikat. Rechts 
„Pyrogramme“. Die Mutation konnte im Pyro-Assay bestätigt werden, wenn auch mit geringer Signalinten-
sität. Da auch in der Kontrolle aus Fall 1 und Fall 2 (jeweils Nichttumor-Gewebe) schwache Peaks nach-
weisbar sind, fand ergänzend eine Sanger-Sequenzierung statt.
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Das Vorhandensein der überprüften Mutation auf gDNA-Ebene wurde somit durch zwei unabhängi-
ge Sequenzierverfahren verifiziert. Da durch den SNP ein vorzeitiger Kettenabbruch bei der Prote-
insynthese zu erwarten ist, fand anschließend eine qRT-PCR der korrespondierenden mRNA statt, 
um die so synthetisierte cDNA ebenfalls sequenzieren zu können. Im Anschluss wurde erneut 
Pyro-sequenziert.
Abbildung 9: Zusammenfassende Darstellung der Elektropherogramme der Sanger-Sequenzierung. 
Visualisierung mit FinchTV. In der Überprüfung von Tumor 1 zeigt sich neben dem Cystin-Peak ein 
schwächerer, aber eindeutiger Thymin-Peak, der den gesuchten SNP c.3589C>T (NM_001100412) 
bestätigt.
Als Zufallsbefund zeigt sich in Fall 1 das Vorliegen des vorbeschriebenen stillen Polymorphismus 
c.3630A>G (NM_001100412).
Um die Sensitivität des Nachweises zu erhöhen, wurde eine RT-PCR  nach dem ARMS-Verfahren 
durchgeführt. Hierzu wurde wie beschrieben (→ 2.2.1.2) eine mutationsspezifische ARMS-PCR 
etabliert und die Amplifikate im Agarosegel dargestellt. Hierdurch konnte die Mutation auf cDNA-
Ebene mit einem weiteren unabhängigen Verfahren verifiziert werden.
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Abbildung 10: Darstellung des Ergebnisses der Pyro-Sequenzierung des cDNA-Transkripts aus der 
RT-PCR. Der SNP c.3589C>T (NM_001100412) konnte auch auf mRNA-Ebene verifiziert werden, al-
lerdings in der Pyro-Sequenzierung nur mit sehr schwacher Signalintensität. 
Abbildung 11: Darstellung des Ergebnisses muta-
tionsspezifischen PCR im Agarosegel. Die Mutati-
on c.3589C>T (NM_001100412) konnte spezifisch 
amplifiziert werden, wie im Agarosegel erkenntlich.
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Tabelle 18:  Synopsis über die Funktion der Gene, in denen WGS-detektierte Mutationen überprüft wurden
Gen Funktion
DROSHA
Drosha ist eine RNAse, die die Spaltung von pri-miRNA zu pre-miRNA vermittelt und somit in der Prozessierung von miRNAs eine Schlüsselrolle 
einnimmt. Über Interaktion mit dem 3‘-UTR-Ende der mRNA nimmt die mature miRNA über vielfältige Interaktionen Einfluss auf die Translation 
und somit auch Zelldifferenzierung und -proliferation.63 Eine Überexpression von Drosha auf Proteinebene beim Magenkarzinom ist bekannt, 
ebenso wie diese für einzelne spezifische miRNAs belegt ist. Auch ein Zusammenhang zwischen schlechtem Gesamtüberleben und niedriger 
bzw. fehlender Drosha-Expression im Zytoplasma besteht.62 Auch beim Nasopharynxkarzinom ist eine niedrige Expression mit schlechterem Ge-
samtüberleben assoziiert.61
GNAS1
Codiert für alpha-Untereinheit des Gs-Proteins, welche ein GTP-abhängiger Aktivator der Adenylatcyclase ist. Das Vorhandensein des relativ häu-
figen Polymorphismus T393C ist mit einem verkürzten Gesamtüberleben beim Magenkarzinom assoziiert.64
RERE
Protein mit charakteristischer Arginin-Glutaminsäure-Wiederholungs-Domäne. Spielt eine Rolle bei der Repression der Transkription von mRNA in
der Ontogenese. Hohe RERE-Expression ist beim Prostatakarzinom mit einer erhöhten Rate an Rezidiven assoziiert.65
TACC2
Protein interagiert mit Zentrosomen und Mikrotubuli. Somit hat es einen vielschichtigen Einfluss auf zelluläre Regulationsmechanismen. Eine er-
höhte Expression ist beim Brustkrebs hochsignifikant mit einem schlechteren Gesamtüberleben assoziiert.66
TYRO3
Codiert für eine Rezeptortyrosinkinase mit potenziell onkogenem Einfluss. TYRO3-Expression spielt eine Rolle bei der epithelial-mesenchymalen 
Transition, welche im Entstehungsprozess von Malignomen im Verdauungstrakt eine Rolle spielt. Beim Kolonkarzinom ist eine Korrelation zwi-
schen TYRO3-Überexpression und Tumorwachstum und Metastastenbildung in der Maus beschrieben. Im Tiermodell bewirkt die Behandlung mit 
TYRO3-gerichteten Antikörpern ein verbessertes Ansprechen auf gängige Chemotherapeutika .67
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Tumor 2 1 16 0 3 Nicht überprüft
¶  Lokalisationsangaben bezogen auf: UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly59          ȶ   zusätzlich durch Sanger-Sequenzierung
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3.4.1.  Immunhistochemische Färbung von Drosha an einem Kollektiv aus 40 Fällen
Nach Verifikation der in Tumor 1 nachgewiesenen DROSHA-Mutation c.3589C>T
(NM_001100412.1) p.Q1052* auf Ebene von gDNA und mRNA sowie vor dem Hintergrund der be-
kannten Überexpression im Magenkarzinom69  erfolgte eine immunhistochemische Färbung mit zu-
nächst nur einem kommerziell erhältlichen Antikörper. Bei sich abzeichnender fehlender Spezifität 
der erreichten Färbung wurden 3 weitere Antikörper unterschiedlicher Hersteller erprobt (→ siehe 
Tabelle 9). Die Auswertung erfolgte für alle 4 Antikörper auf dem 40-Fälle-Kollektiv (→ siehe Tabel-
le 5), bestehend aus 20 MSI- und 20 MSS-Fällen (→ siehe Abb. 12 - 14, Tabellen 20 – 23).
Abbildung 12: Exemplarische Darstellung der Drosha-Immunfärbung mit vier unterschiedlichen Drosha-
Antikörpern (1-4). Dargestellt ist jeweils ein korrespondierendes Areal in vier Schnitten des Falles mit 
nachgewiesener p.Q1052*-Mutation aus dem MSI/MSS-Kollektiv. Die Färbung weicht in einem Großteil 
der Fälle zwischen den einzelnen Antikörpern in einem hohen Ausmaß voneinander ab. Originalvergröße-
rung 400x.
NGS – ist die Detektion tumorspezifischer SNPs der Schlüssel zur Pathobiologie des Magenkarzinoms? 57
Nach Dichotomisierung in negative und positive Färbeergebnisse durch Trennung entlang des 
Medians des IHC-Scores erfolgte die statistische Auswertung. Die Korrelationsprüfung zweier Va-
riablen wurde anhand des exakten Tests nach Fisher durchgeführt.
Mit keinem der vier eingesetzten Antikörper konnte eine Färbung erzielt werden, die auf einem zu-
verlässigen Signifikanzniveau einen Zusammenhang zwischen immunhistochemisch quantifizierter
Drosha-Expression und Mikrosatellitenstatus belegt. Die Färbeergebnisse unterscheiden sich im 
Vergleich zwischen den einzelnen Antikörpern zum größten Anteil beträchtlich. Besonders auffällig 
ist die positive Anfärbung in 19/40 Fällen bei Antikörper 3, während nur 6 durch Antikörper 1, 9 Fäl-
le durch Antikörper 2 und 4 Fälle durch Antikörper 4 eine Immunreaktion zeigten.
Abbildung 13: Schematische Darstellung der Tertiärstruktur der 4 Isoformen von Drosha (RNAse III) 
mit Kennzeichnung der zu verifizierenden Mutation und den Bindungsstellen der Antikörper 3 und 4. 
Isoform 1 ist gewebeübergreifend als abundant exprimiert beschrieben, wobei die Isoformen sich in ih-
rer intrzellulären Lokalisation unterscheiden.89
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Abbildung 14: Färberesultat Antikörper 4. Während sich das gesamte Tumorgewebe (TU) in Fall 1 (4b, 
4c) mit Antikörper 4 nicht anfärbte, stellen sich einzelne Zellen innerhalb des auf demselben Schnitt mit-
erfassten Nichttumor-Gewebes (NT) spezifisch und klar gefärbt dar. Es handelt sich um Haupt- und Be-
legzellen innerhalb der Drüsenkörper (4a). 
Eine fehlende Färbung von Tumorgewebe bei spezifischer Anfärbung des Normalgewebes zeigen aller-
dings auch einige MSS-Fälle, wie hier exemplarisch dargestellt (5). Originalvergrößerung 400x.
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Für den MSI-Tumorfall (Tumor 1) mit nachgewiesener DROSHA-Mutation p.Q1052* ergab sich für 
Antikörper DROSHA 1 ein immunhistochemischer Score von 2. Für  Antikörper 2 und 3 wurde ein 
Score von 1 ermittelt. Für den auf Tertiärstrukturebene hinter der Mutation bindenden Antikörper 4 
ein Score von 0 bei im Tumor vollständig fehlender Immunreaktion.
Tabelle 20: Auswertung Antikörper 1
positiv negativ
MSS 3 17Score 0 2 3 4 5 6 7 8
Anzahl [n] 34 0 1 2 3 0 0 0 MSI 3 17















◊  Korrelation MSI/MSS-Status zu 









Tabelle 21: Auswertung Antikörper 2
positiv negativ
MSS 4 16Score 0 2 3 4 5 6 7 8
Anzahl [n] 31 0 0 2 5 1 1 0 MSI 5 15














◊  Korrelation MSI/MSS-Status zu 
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Tabelle 22: Auswertung Antikörper 3
positiv negativ
MSS 11 9Score 0 2 3 4 5 6 7 8
Anzahl [n] 21 0 0 12 5 2 0 0 MSI 8 12












◊  Korrelation MSI/MSS-Status zu 








Tabelle 23: Auswertung Antikörper 4
positiv negativ
MSS 3 17Score 0 2 3 4 5 6 7 8
Anzahl [n] 36 0 0 2 1 1 0 0 MSI 1 19















◊  Korrelation MSI/MSS-Status zu 









Die mit Abstand am ehesten spezifische Färbung ergab hier Antikörper 4, wobei im MSI/MSI nur 4 
Fälle als positiv zu werten waren. Bei diesen waren keine Gemeinsamkeiten bzgl. Geschlecht, 
TNM-Klassifikation, Grading und Erregerstatus (Helicobacter pylori und Epstein-Barr-Virus) auf.
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3.4.2. Western Blot von Drosha
Ergänzend zur Immunhistochemie wurden zur Untersuchung der DROSHA-Expression auf Protei-
nebene Western Blots angefertigt. Fallspezifisch wurden Proteinlysate der Gelektrophorese zuge-
führt und anschließend geblottet. Hierzu wurden vergleichend die Antikörper 1 und 4 (→ Tabelle 
11) eingesetzt und sowohl Proteinlysat aus Tumor- und Kontroll-Gewebe als auch solches aus ly-
sierten HEK-293-Zellen vergleichend dargestellt. Als Ladekontrolle wurde eine Coomassie-Fär-
bung durchgeführt. Antikörper 1 wurde 1:1000, Antikörper 4 1:500 verdünnt.
Es zeigt sich keine spezifische Immunreaktion bei Isoform 1 mit einer molekularen Masse von 
159,316 kD in der Färbung mit Antikörper 1. Der Blot mit Antikörper 4 zeigt eine passende Bande 
in der Elektrophoresespur des HEK-293-Zelllysats. Isoform 2, 3, 4  weisen Massen zwischen 134 
und 159 kD auf, die ebenfalls nicht zur Darstellung kommen. Somit wäre die Färbung mit Antikör-
per 1 als unspezifisch zu werten, während Antikörper 4 zwar prinzipiell mit einer Darstellung von 
Isoform 1 im Fall des HEK-293-Lysats zu vereinbaren wäre, jedoch diese nicht für die analysierten 
Tumor- und Kontrollfälle zeigt.
Abbildung 15: Western Blots der Proteinlysat-Gelelektrophoresen der fallzugehörigen Proteinlysate
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3.4.3. DROSHA-mRNA-Quantifizierung mittels qRT-PCR 
Die quantitative Bestimmung fand mittels einer qRT-PCR am LightCycler statt. Zuvor wurde 
cDNA aus der DROSHA-mRNA synthetisiert, die dann der qRT-PCR zugeführt wurde. Der 
Cp-Wert der qRT-PCR wurde mit dem gemittelten Cp-Wert dreier cDNAs der Referenzgene 
CAPN2, CYCC und SDHA verglichen. Tabelle 24 fasst die Messwerte zusammen. 
Tabelle 24: mRNA-Quantifikation mittels qPCR
















































Tumor 1 34,49 11,1 30,07 29,95 30,37 1,136
1,048
Kontrolle 1 37,14 34,99 33,55 34,17 34,24 1,085
Tumor 2 34,11 31,69 29,84 30,08 30,54 1,117
0,999
Kontrolle 2 36,29 35,26 33,36 33,58 34,07 1,118
Das Ergebnis zeigt keine im Vergleich zu Fall 2 nachweisbare Über- und Unterexpression 
von DROSHA in Tumor 1.









Abbildung 16: Ergebnis der qRT-PCR für DROSHA-mRNA. Grafische Darstellung der Quotienten 
aus Cp DROSHA und Mittelwert (MW) der Cp-Werte für Referenzgene CAPN2, CYCC, SDHA für 
die unterschiedlichen Tumorfälle und jeweiligen Kontrollen. 
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3.4.4. miRNA-Quantifizierung mittels qRT-PCR 
Tabellen 25 und 26 fassen die in den qRT-PCRs ermittelten Cp-Werte der einzelnen unter-
suchten miRNAs für die Fälle 1 und 2 in jeweils Tumor- und Kontrollgewebe zusammen. 
Tabelle 25: miRNA-Quantifikation von miR-21, miR-103 und miR-145 


















































Tumor 1 19,02 16,75 17,89 13,15 18,77 17,01 0,735 1,049 0,951
Kontrolle 1 20,77 16,52 18,65 14,84 19,72 15,74 0,796 1,058 0,844
Tumor 2 20,69 15,90 18,30 12,92 18,56 16,12 0,7069 1,014 0,881
Kontrolle 2 27,48 17,42 22,45 17,29 22,97 16,50 0,770 1,023 0,735
Tabelle 26: miRNA-Quantifikation von miR-106b, miR-146a und miR-148 





















































Tumor 1 18,89 17,04 17,97 16,80 18,45 17,67 0,935 1,027 0,935
Kontrolle 1 20,83 16,02 18,43 18,61 17,85 16,29 1,010 0,969 0,782
Tumor 2 29,24 15,80 18,02 17,02 20,65 17,42 0,945 1,146 0,861
Kontrolle 2 27,16 16,96 22,06 23,77 24,57 22,56 1,078 1,114 0,831
Auch auf miRNA-Ebene zeigt sich bei der Auswertung keine auffällige Veränderung der Ex-
pression für den mutationstragenden Tumor 1. Somit findet sich in den mittels qRT-PCR 
gewonnenen Daten kein Hinweis auf eine durch die Mutation in DROSHA ausgelöste Dere-
gulation der miRNAs.
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3.4.5. Immunhistochemische Färbung von GNAS1 am Gesamtkollektiv
Vom Gesamtkollektiv lagen nach GNAS1-Immunfärbung der TMAs 454 auswertbare Tumor-
fälle vor. Die Differenz bilden Fälle, die entweder nicht auf den TMAs vorhanden waren oder 
deren Gewebeschnitte sich im Rahmen des Färbeprozesses von den Objektträgern gelöst 
hatten. Die stärkste Immunreaktion lag hier an den Zellmembranen, jedoch weist in einigen 
Fällen auch das Zytoplasma eine schwache Immunreaktion auf (→ Abb. 18).
Unterschiedliche Ausprägungen klinischer Parameter der 454 ausgewerteten Fälle und der 
GNAS1-Expression wurden mit dem exakten Test nach Fisher und mit Kendall‘s Tau Test auf
signifikante Zusammenhänge untersucht. Die Auswertung wurde mit einem immunhistologi-
schen Score analog zur Auswertung bei DROSHA durchgeführt. Aufgrund der Seltenheit ei-
ner positiven Immunfärbung wurde bei der Dichotomisierung in positive und negative Fälle 
jede Immunreaktion, unabhängig von der Intensität und Quantität, als positiv gewertet, die 
restlichen Fälle als negativ (→ Tabelle 27). Die Statistik erfolgte für dichotomisierte Variablen 
anhand von Vierfeldertafeln und Korrelationsprüfung mit dem exakten Test nach Fisher für 
nominal skalierte und Kendall‘s-Tau-Test für ordinal skalierte Parameter. Einzelne Parameter 
wurden durch Trennung am Median dichotomiert. Tabelle 18 fasst die analysierten Variablen 
und deren Korrelation mit dem Ergebnis der Immunfärbung zusammen. 
Bei der Analyse der Gesamtüberlebenszeit abhängig vom GNAS1-Immunscore findet sich 
kein signifikanter Zusammenhang (→ Abb. 19).  Die Signifikanzprüfung mittels Log-Rank-
Test nach Mantel-Cox ergab einen p-Wert von p = 0,556.
Abbildung 17: Grafische Darstellung der Quotienten aus Cp-Werten unterschiedlicher miRNAs in der 
qRT-PCR im Verhältnis zum Mittelwert aus den Cp-Werte der miRNAs 15a und 26b.
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Tabelle 27: Übersicht über das Ergebnis der GNAS1-IHC-Färbung
Anzahl [n] Anteil [%] Anteil valide [%] Gesamt [%]
Valide Fälle negativ 413 85.9 91.0 91.0
positiv 41 8.5 9.0 100.0
Fehlende 27 5.6
Gesamt 481 100.0
Abbildung 18: Exemplarische Darstellung des IHC-Färberesultats anhand der Färbung von Tumor 2 
(1). Phänotypisch zeigt Tumor 2 im Vergleich zu anderen GNAS1-positven Fällen, von denen hier ei-
ner (2) exemplarisch dargestellt ist, keinen klaren Unterschied im Verteilungsmuster. Originalvergröße-
rung 400x.
Abbildung 19: Kumulative Überle-
benszeitkurven nach Kaplan-Meier für 
das in positive und negative Fälle di-
chotomisierte Patientenkollektiv. Dar-
gestellt ist der Anteil der Patienten, für 
die Überlebenszeitdaten vorhanden 
sind. Die Signifikanzprüfung mittels 
Log-Rank-Test nach Mantel-Cox ergibt
einen p-Wert von p = 0,556.
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Tabelle 28: Übersicht Korrelation einzelner klinischer Parameter mit dem immunhisto-
chemischen GNAS1-Status
P-Werte 






Geschlecht weiblich männlich nominal 0,617
Altersgruppe < 68 a ≥ 68 a nominal 1,000
Lokalisation proximal distal nominal 0,296
Laurén-Klassifikation diffus intestinal Mischtyp unklass. nominal 0,157☼
Mucintypus intestinal gastrisch Mischtyp unklass. nominal 0,174☼
T-Kategorie T1 T2 T3 T4 ordinal 0,654☼ 0,545☼
N-Kategorie N0 N1 N2 N3 ordinal 0,705☼ 0,819☼
M-Kategorie M0 M1 ordinal 0,838☼
TNM-Stadium IA,B IIA,B IIIA,B,C IV ordinal 0,205☼ 0,995☼
N-Ratio < 0,895 ≥ 0,895 ordinal 0,705
Grading G1, G2 G3, G4 ordinal 0,002
L-Kategorie L0 L1 ordinal 0,714
V-Kategorie V0 V1 ordinal 1,000
Helicobacter-Status positiv negativ nominal 0,138
EBV-Status positv negativ nominal 1,000
Mikrosatellitenstatus stabil (MSS) instabil (MSI nominal 0,756
☼Angaben unter Zuhilfenahme einer Monte-Carlo-Simulation zur Ermittlung eines Näherungswertes.
Die einzige, als signifikant (p ≤ 0,05) zu bewertende, Korrelation zwischen GNAS1-Status 
und klinischen Falldaten ist der Differenzierungsgrad (Grading). Es zeigt sich eine signifikan-
te Korrelation zwischen hoher GNAS1-Expression und niedrigem Differenzierungsgrad bei 
einem p-Wert von 0,002 (exakter Test nach Fisher). 
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Bei allen anderen geprüften Variablen wurde keine signifikante Korrelation zur GNAS1-
Expression gefunden. Insbesondere ergab sich kein Zusammenhang mit dem Gesamtüber-
leben.




G1, G2 86 18 104
G3, G4 326 23 349
412 41 453
3.5. Zweites Zwischenfazit
Die Validierung der zugrundeliegenden NGS-Methodik gelang erst nachdem einem zunächst 
analysierten WES-Datensatz die Daten aus einem zusätzlichen WGS hinzugefügt und an-
schließend nur solche SNPs herausgefiltert wurden, die durch beide Methoden in mindes-
tens 5% der Reads detektiert wurden. Die weiteren Ergebnisse des hier gezeigten NGS-
Ansatzes und die Immunhistochemie von GNAS1 wurden 2017 im Fachmagazin BMC Geno-
mics veröffentlicht.70 Es konnten mit drei unabhängigen Sequenziermethoden SNPs in 5 Ge-
nen (DROSHA, GNAS1, TYRO3, TACC2 und RERE) bestätigt werden. Zudem wurden im-
munhistochemische Färbungen durchgeführt um die Expression von DROSHA und GNAS1 
differenziert auswerten zu können. Die Expression von GNAS1 wies hierbei eine hochsignifi-
kante Korrelation mit niedrigem Differenzierungsgrad auf. Die Immunfärbung von DROSHA, 
welche an einem MSS/MSI-Fallkollektiv durchgeführt wurde, zeigte keine Korrelation zwi-
schen Expression und Mikrosatellitenstatus, darüber hinaus waren weder auf Ebene der 
DROSHA-mRNA, noch bei der Untersuchung der von DROSHA prozessierten miRNAs Un-
terschiede zwischen Mutation und Wildtyp erkenntlich. 
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4 .  D I S K U S S I O N
Next Generation Sequencing ist ein Hochdurchsatzverfahren, das sehr große
Datenmengen generiert und eine Fülle neuer genetischer Alteration bei soliden Tumoren
nachweist. Die untersuchten Patientenkohorten sind meist klein und die biologische und
potentielle Wertigkeit der genetischen Alterationen muss durch unabhängige Fallserien
validiert werden. Dies war der Grundansatz der hier vorliegenden Dissertation. Die Auswahl
der zu validierenden Genmutationen erfolgte einerseits über eine Literaturrecherche und
andererseits auf zwei Fällen des Kieler Kollektivs, die mit NGS sequenziert wurden. Die
Validierung erfolgte auf genetischer Ebene mit zwei unabhängigen Methoden
(Pyrosequenzierung, Sanger-Sequenzierung) und auf translationaler Ebene
(Immunhistochemie und Western Blot).
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen zum einen eine methodische Diskussion zu, zum ande-
ren ergeben sich aus ihnen neue Fragen und Anhaltspunkte, die in Zusammenhang mit dem 
bislang noch unzureichenden Verständnis der molekularbiologischen Pathomechanismen 
des Magenkarzinoms stehen. 
Die Frage, in wie weit es einer regelmäßigen Verifikation von tumorzellspezifischen Mutati-
onsdaten aus NGS-Ansätzen bedarf, ergibt sich aus der Falsifikation der dem ersten dieser 
Arbeit zugrunde gelegten NGS-Ansatzes. Zugleich müssen auch der begrenzten Sensitivität 
und Spezifität der konventionellen Sequenziermethoden Sorge getragen werden. Misyura et 
al. veröffentlichten 2016 eine Studie, in der sie die Ergebnisse zweier kommerziell erhältli-
cher Gen-Panels, basierend auf zwei unterschiedlichen NGS-Plattformen, miteinander und 
mit konventioneller Sequenzierung abglichen. Hierbei betrug die Konkordanz zwischen den 
Ergebnissen der beiden NGS-Plattformen für alle 644 geprüften Fälle 100% der genetischen 
Varianten. Da für die Sanger-Sequenzierung ein sensibler Nachweis erst ab einer Allelfre-
quenz von 10-15% angenommen wird, greifen die Autoren für den Nachweis mit konventio-
nellen Sequenziermethoden bei den Mutationen mit einer NGS-detektierten Allelfrequenz un-
ter 15% auf andere hochspezifische Methoden zurück. Diese sind die auch hier genutzte mu-
tationsspezifische PCR, auch als Amplification Refractory Mutation System (ARMS) bezeich-
net, die Restriktionsfragment-Längenpolymorphismusanalyse (RFLP) und massenspektro-
skopische Verfahren wie „Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization - Time of Flight“ 
(MALDI-TOF).71 Diese Verfahren sind zwar hochsensibel und spezifisch, dafür allerdings 
durch die Notwendigkeit des jeweils speziellen Assaydesigns mit hohem Arbeitsaufwand ver-
knüpft. Für die zwischen den NGS-Plattformen konkordanten Varianten geben Misyura et al. 
87% und 88% Übereinstimmung der NGS-Ergebnisse mit den alternativen, konventionellen 
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Sequenziermethoden an. Somit stellt sich die Frage, ob die genutzen NGS-Plattformen Mi-
Seq-ACP (Illumina; San Diego, CA, USA) und Ion Proton-CHP (Thermo Fisher; Waltham, 
MA, USA) sogar sensitiver bei der Detektion genetischer Varianten geringer Allelfrequenz 
sind als die genutzen Alternativmethoden. Die hier am weitesten genutzte Methode der Pyro-
Sequenzierung wird im Vergleich zur mutationsspezifischen PCR als ähnlich leistungsstark 
gewertet und erscheint bei geringen Mengen geeigneten Analysats dieser sogar überlegen. 
Hingegen vermag die ARMS-Technologie bereits bei Allelfrequenzen um 2% zuverlässige 
Mutationsnachweise zu ermöglichen, während diese Schwelle für die Pyrosequenzierung 
eher um die Größenordnung um 10% Allelfrequenz zu liegen scheint.72 Die unterschiedlichen
Sequenziermethoden in zuverlässigen Maßzahlen miteinander zu vergleichen fällt allerdings 
schwer, da die Plattformen für qualitativ unterschiedlich beschaffene Analysate unterschied-
lich gute Leistungen bei der Sequenzierung aufweisen. Die unterschiedlich beschaffenen 
Amplifikations- und Detektionsmethoden eignen sich nicht alle gleichermaßen für jede belie-
bige Fragestellung, da sie technisch bedingt jeweils unterschiedliche Fehlerquellen bei be-
stimmten Beschaffenheiten der DNA-Sequenz, beispielsweise Wiederholungen, bergen. Da 
sich mutationsspezifische PCR auch für die Multiplex-PCR und somit für mehrere Varianten 
gleichzeitig eignet, sind Test-Arrays für bestimmte klinische Fragestellungen sogar kommer-
ziell erhältlich. Dies eignet sich vor allem für das Screening auf das Vorliegen von Hotspot-
Mutationen. 
4.1. Generelle tumorbiologische Gesichtspunkte
Mit der hier durchgeführten Methodik ist stets nur eine Momentaufnahme in einem evolutio-
nären Tumorprozess möglich, darüber hinaus wird vom Gesamttumor nur ein kleiner räumli-
cher Anteil untersucht, der unmöglich den Gesamtprozess stellvertretend abbilden kann. 
Ein getestetes Tumorareal kann zwar der Klärung dienen, welchen Genotyp ein Tumor ent-
hält, aber dies lässt sich nicht auf den Gesamttumor extrapolieren. Da Karzinome mit zuneh-
mender Größe und tumorbiologischer Komplexität einer zunehmenden evolutionären Selekti-
on unterliegen, ist die Wahrscheinlichkeit, Mutationen innerhalb eines polyklonalen Analysats
zu übersehen, sehr hoch. Nicht beachtet wird möglicherweise, dass selbst kleinste Tumoran-
teile pathobiologisch relevant sind oder es im zeitlichen Verlauf werden können. Dies ist je-
doch ein allgemeingültiges Problem der heutigen Mutationsdiagnostik. Schwankende Allelfre-
quenzen erschweren zudem die Auswahl geeigneter Filterkriterien bei der Suche nach realen
SNPs aus den NGS-Rohdaten. Die hier überprüften Daten wurden im Vorfeld durch digitale 
Datenverarbeitung stratifiziert und gefiltert. Eine zu hoch gewählte Detektionsschwelle kann 
bei kleinen Tumorarealen oder normalgewebsreichem Material zu falsch-negativen Ergebnis-
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sen führen, da geringe Mutationsfrequenzen herausgefiltert werden. Eine zu niedrig gewähl-
te Schwelle jedoch ist in verstärktem Maße fehleranfällig, wie sich im ersten Ansatz der hier 
durchgeführten Überprüfung der detektierten SNPs zeigte, und führt zur Anhäufung falsch-
positiver SNPs. Es ist zu bedenken, dass der Anteil der SNP-unterstützenden Reads immer 
kritisch im Verhältnis zur Coverage betrachtet werden sollte, da diese auch innerhalb eines 
Gens und zwischen einzelnen Fällen erheblich schwanken kann, wie auch → Tabellen 17 
und 19 illustrieren. Insgesamt gestaltet sich die Bewertung der Rohdaten schwierig und sie 
bedarf einer guten bioinformatischen Expertise. Inzwischen ist eine Vielzahl von Softwares 
und Algorithmen zur Verarbeitung der NGS-Primärdaten auf dem Markt73, die zum Teil von-
einander abweichende Ergebnisse liefern.71 Ab welcher Allelfrequenz von einem realen SNP 
gesprochen werden kann, ist im biologisch heterogenen Tumor schwer zu bewerten. Zudem 
ist die Qualität der DNA und der anschließenden Prozessierung entscheidend für die Inter-
pretierbarkeit der Daten. 
Wie auf molekulargenetischer Ebene, spielt auch auf Proteinebene und somit in der immun-
histochemischen Färbung der Aspekt der Tumorheterogenität eine nicht zu vernachlässigen-
de Rolle. Das Magenkarzinom ist eine überaus heterogene Tumorentität mit hoher gene-
tischer Variabilität innerhalb einer Erkrankung1,2,24.  Die Arbeitsgruppe von Röcken beschrieb 
bei EBV-positiven Magenkarzinomen eine intratumorale genetische Heterogenität innerhalb 
des Mutationsstatus von PIK3CA und zeigte auch auf Proteinebene eine heterogene ERBB2 
Expression.74 Dies lässt vermuten, dass auch andere genetische Alterationen auf molekula-
rer und funktioneller Ebene räumliche Unterschiede aufweisen. Während die Sequenzierung 
anhand von DNA aus Frischgewebe durchgeführt wurde, fand die immunhistochemische 
Färbung an Formalin-fixiertem Material des selben Tumors statt. Dementsprechend werden 
stets unterschiedliche Tumorbereiche untersucht.
Bei der Suche tumorrelevanter SNPs bei hereditären Neoplasie-Syndromen unterscheidet 
sich die tumorbiologische Relevanz der Funde und auch der technische Hintergrund, da 
nach Keimbahnmutationen gesucht wird und entsprechend durch das ubiquitäre Vorhanden-
sein der Mutation(en) deutlich höhere Read-Anzahlen für SNPs erreicht werden als bei tu-
morspezifischen (somatischen) Mutationen. Zudem finden Untersuchungen normalerweise 
nicht an Tumormaterial statt, sondern an Blutzellen, die leicht zu gewinnen sind und qualitativ
hochwertige DNA zur Sequenzierung liefern. Eine aktuelle Studie von Mu et al. zeigt bei an 
20000 Patienten routinemäßig über NGS-Panels detektierten Keimbahnmutationen bei here-
ditären Neoplasie-Syndromen eine Konkordanzrate von 98,7% mit konventioneller Sequen-
ziertechnik (Sanger). Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass 1,3% der detektierten Mutatio-
nen falsch-positiv sind. In einer anschließenden Simulation mit strenger gewählten Parame-
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tern in der Qualitäts-Filterung wählten Mu et al. die Detektionsschwellen gerade so hoch, 
dass keine falsch-positiven Ergebnisse mehr auftraten. Hierdurch wurde jedoch die Sensitivi-
tät 100% auf 97,8% herabgesetzt.75 Für die Routinediagnostik empfehlen Mu et al. nur Daten
zu beachten, die eine Coverage von mindestens 100x und eine SNP-unterstützende Read-
Anzahl von mindesten 40% der Coverage aufweisen. Diese Sequenzierqualität ist jedoch mit
DNA aus Tumorbiopsaten oder  -exzisaten genetisch heterogener Tumore nicht zu erreichen.
Insbesondere bei SNPs, die in technisch begründet schwierig zu sequenzierenden Abschnit-
ten des Genoms liegen, rechtfertigen Mu et al. den stichprobenartigen Einsatz konventionel-
ler Sequenziertechnik auch für Keimbahnmutationen.75
4.2. Validität der hier überprüften NGS-Methodik
Es bleibt beim Magenkarzinom somit besonders herausfordernd, neue Therapieansätze und 
prognostische Marker zu etablieren. Für andere Tumorentitäten, beispielsweise für das Mam-
makarzinom, gibt es bereits Ansätze, frei im Blut zirkulierende, also nicht-zelluläre Tumor-
DNA durch NGS zu sequenzieren und therapeutische Targets, beispielsweise Mutationen in 
Her2/neu beim Mammakarzinom, zu identifizieren.76 Da gegenwärtig aber nur der immunhis-
tochemisch und in situ-Hybridisierung geführte Nachweis der Her2/neu-Überexpression 
entscheidungsrelevante Größe ist, haben diese neuen Ansätze noch keinen Stellenwert in 
der klinischen Routine erlangt.
Bei der auch beim Magenkarzinom bereits etablierten zielgerichteten Antikörper- oder Small-
Molecule-Therapie gilt es zu bedenken, dass diese mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht im ge-
samten Tumor eine identische Wirksamkeit erlangen kann. Dies hat unweigerlich auch die 
Selektion resistenter Zellklone zur Folge, was vermutlich mitursächlich für die bislang eher 
geringe Überlebenszeitverlängerung durch „Targeted Therapy“ ist. Während aktuell in der 
Regel nur einzelne therapeutische Targets für die individualisierte Therapie genutzt werden, 
werden zukünftig vermutlich Kombinationstherapien etabliert werden, die ein niedrigeres Ri-
siko einer schnellen Resistenzbildung bergen.77
Bei der zukünftigen therapeutischen und prognostischen Einordnung des Magenkarzinoms 
erscheint es auch aufgrund dieser genetischen Heterogenität sinnvoll, die Klassifikationssys-
teme nicht an einzelnen Biomarkern im Sinne von Mutationen oder der Expression von Ein-
zelproteinen festzumachen, sondern vielmehr mit molekulargenetischen Profilen zu arbeiten,
da diese die tumorbiologische Realität vermutlich besser abbilden können. Zudem spielt 
möglicherweise die Immunologie des Tumors hier eine übergeordnete Rolle.25 Weiterhin gibt 
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es Hinweise darauf, dass sich die immunologischen Profile des Magenkarzinoms auch zwis-
chen asiatischen und kaukasischen Bevölkerungsgruppen unterscheiden.78
Beim Vergleich zweier Tumorfälle war in keinem der acht untersuchten Gene eine Bestäti-
gung der gefundenen Mutationen über konventionelle Methoden möglich. Dies führt erneut 
vor Augen, dass eine in hohem Maße bioinformatisch gestützte Methodik einer gründlichen 
Etablierung mit regelmäßiger Validierung bedarf. 
Die anschließende Bestätigung von vier SNPs gelang erst nach optimierter bioinformatischer
Filterung und Hinzunahme eines WGS-Datensatzes. Dies unterstreicht die Rolle der Bioin-
formatik bei wachsenden Mengen an Rohdaten bei der Sequenzierung großer Mengen an 
DNA. Nach sorgfältiger Validierung erscheint die Methodik jedoch hochgradig attraktiv bei 
der Identifikation tumorspezifischer Mutationen, was am Beispiel von GNAS1 sogar bis zur 
Herstellung einer signifikanten Korrelation zwischen Expression und Tumordifferenzierungs-
grad (Grading) gelungen ist. Ein Paper unserer Arbeitsgruppe, welches sich neben den Er-
gebnissen des NGS, besonders auch auf die Praktikabilität der Methode und die gefundenen
„Fallstricke“ bezieht, befindet sich aktuell (Stand: 22. Mai 2017) noch in der Revision.70
Die  DROSHA-Mutation in unserem MSI-Tumorfall konnte sowohl bei der Pyro-, als auch bei 
der Sanger-Sequenzierung nur mit geringer Signalintensität nachgewiesen werden. Alle Se-
quenzierungen fanden an Aliquots desselben DNA-Extraktes statt. Hieran zeigt sich, dass 
technisch bedingt von Methode zu Methode Sensibilität und Spezifität unterschiedlich sind 
und dies bei der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden muss.
Eine möglichst hohe Sensibilität ist bei der Sequenzierung von Tumorgenomen ausschlagge-
bend. Aufgrund der genetischen Beschaffenheit des Tumors, der wie erläutert heterogen sein
und auch nur eine geringe Kopienzahl mutationstragender DNA im Verhältnis zur Gesamt-
DNA aufweisen kann, muss die Routine-Sequenzierung ggf. sogar um hochsensible, aber 
aufwändige Methoden wie ARMS-PCR ergänzt werden.
Optimal bezüglich des Verständnisses der genetischen Tumorheterogenität wäre eine räum-
lich aufgelöste Sequenzierung unterschiedlicher Tumoranteile, welche jedoch technisch auf-
wändig und mit höheren Kosten verbunden wäre. Unter Berücksichtung bisheriger Erkennt-
nisse wäre diese Methodik für den Einsatz in der Krankendiagnostik zur Therapieentschei-
dung zu fordern. In der Regel werden im Rahmen der Krankenversorgung Patientenproben 
formalinfixiert. Dies führt zu weiteren Problemen, wie der Entstehung formalinbedingter Cyto-
sin-Deamination und damit verbundenen Sequenzierartefakten, die sich als „falsche“ SNPs 
äußern.79 Auch die Notwendigkeit einer hochqualitativen DNA für diese Untersuchungsme-
thode stellt einen anwendungslimitierenden Faktor dar. Insgesamt lässt sich daraus schluss-
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folgern, dass eine Verifikation mittels konventioneller Sequenziermethoden erforderlich wäre 
bzw. ein Ersetzen dieser, im diagnostischen Kontext, noch nicht zu empfehlen ist.75 Zudem 
stellt sich die Frage, welchen Stellenwert die gefundenen Mutationen bei heterogenen Tumo-
ren haben und ob eine selektive Therapie langfristig erfolgreich sein kann. 
4.3. Postranskriptionelle und -translationelle Aspekte
Nach der Verifikation der DROSHA-Mutation c.3589C>T (NM_001100412), welche auf Prote-
inebene an Position 1052 der Aminosäurekette einen vorzeitigen Kettenabbruch bewirkt, 
fand zusätzlich eine Sequenzierung der mRNA statt, um die Transkription der Mutation zu 
beweisen. Durch eine mutationsspezifische PCR konnte die Sensitivität erhöht werden, da 
nur geringe Signalstärken zu erwarten waren. Es konnte gezeigt werden, dass die Mutation 
auf mRNA-Ebene transkribiert wird. Um die posttranslationelle Ebene beurteilen zu können, 
wurde ergänzend ein immunhistochemischer Nachweis der Expression des Proteins durch-
geführt. Die Interpretation der Drosha-Immunfärbung fällt vor dem Gesichtspunkt der vier ge-
nutzten Antikörpern und deren erheblich voneinander abweichenden Ergebnisse der Immun-
färbungen besonders schwer. Die von Tchernitsa et al. vorbeschriebene Korrelation zwischen
hoher Drosha-Expression und gutem Gesamtüberleben konnte aufgrund der mangelnden 
Reproduzierbarkeit der immunhistochemischen Färbeergebnisse zwischen einzelnen kom-
merziell erhältlichen Antikörpern nicht reproduziert werden. Die Autoren nutzten den gleichen
polyklonalen Drosha-Antikörper wie den hier verwendeten „Drosha 1“ (→  Tabelle 9). 
Die SNP-unterstützende Read-Anzahl in den NGS-Daten kann verwendet werden, um eine  
Aussage über die Mutationsprävalenz innerhalb des Tumors zu treffen. Der verwendete 
DNA-Extrakt enthält eine nicht genau definierte Zusammensetzung von Tumor- und Nichttu-
mor-DNA. Das immunhistochemisch gefärbte, formalinfixierte Gewebe ist nicht exakt iden-
tisch mit dem molekulargenetisch untersuchten Tumoranteil. In Tumor 1 würde bei Vorliegen 
einer DROSHA-Mutation und bei fortgesetzter Transkription und Translation wahrscheinlich 
ein verändertes Protein vorliegen (SIFT-Score45 0,01). Interessanterweise zeigt sich das ge-
samt erfasste Tumorareal in der IHC-Färbung immunnegativ. Ein kleiner Anteil des Normal-
gewebes innerhalb des gastralen Drüsenkörpers verhielt sich spezifisch und deutlich immun-
positiv. Antikörper 4 besitzt sein Bindungsepitop C-terminal der Mutation, sodass möglichwei-
se im strukturveränderten Protein auch keine Bindung mehr erfolgen kann. Ein ähnliches Im-
munreaktionsmuster fand sich jedoch auch in anderen Fällen. Diese Beobachtung über-
rascht, da Drosha über die Regulation von miRNAs ubiquitär funktionell relevant ist und ent-
sprechend auch eine ubiquitäre Expression beschrieben ist.80 Auch wenn Antikörper 4 im 
Vergleich mit Antikörper 1-3 die verlässlichste Färbung in der Immunhistochemie ergab, ist 
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das Verteilungsmuster nicht erklärbar. Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass das
zweite DROSHA-Allel weiterhin eine Wildtypsequenz aufweist und somit neben dem mutier-
ten Allel auch noch ein nichtmutiertes Protein translatiert und nachgewiesen wird. Zu-
sammenfassend muss in Anbetracht der widersprüchlichen Ergebnisse hinterfragt werden, in
wie weit die bislang durchgeführten Immunfärbungen überhaupt eine valide Aussage über 
die Expression ermöglichen.
Drosha spielt eine Schlüsselrolle bei der Prozessierung von pri-miRNA zu pre-miRNA. An-
schließend erfolgt nach dem Exportin-5-vermittelten Export aus dem Nukleus ins Zytoplasma
die Verarbeitung der pre-miRNA zur reifen miRNA durch das Enzym Dicer. Drosha ist somit 
eine maßgebliche RNAse im Regulationsmechanismus der miRNAs. Inzwischen sind mehre-
re hundert miRNAs bekannt, die spezifisch durch Bindung der 3‘-UTR der mRNA die Transla-
tion einzelner mRNAs hemmen können. Aufgrund vielfältiger regulatorischer Rollen, mehren 
sich Hinweise, dass eine Deregulation vom miRNAs an der Pathogenese unterschiedlicher 
Tumorentitäten beteiligt ist. Beim Magenkarzinom ist eine Überexpression von sowohl Dros-
ha als auch Dicer, insbesondere beim intestinalen Subtyp, immunhistochemisch belegt wor-
den.69 Da zudem einzelne miRNAs entweder onkogene oder  tumorsuppressive Eigenschaf-
ten zugesprochen werden konnten, werden miRNAs als mögliche therapeutische Targets dis-
kutiert.81
Der miRNA-Status ermöglicht sogar Aussagen zu prognostischen Zwecken.82  Beim kolorek-
talen Karzinom im Rahmen des Lynch-Syndroms besteht ein Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen von Alterationen im Stoffwechsel der miRNAs und dem Mikrosatellitenstatus.35,83 
Weiterhin ist auch für das sporadische kolorektale Karzinom ein Zusammenhang zwischen 
dem miRNA-Profil und dem Mikrosatellitenstatus beschrieben.84 
Die hier durchgeführte Quantifizierung unterschiedlicher miRNAs zeigte ebenfalls keine Un-
terschiede im Vergleich des mutationstragenden Falles mit den Wildtypkontrollen auf. Dem-
nach erschiene es nicht begründet, aus dem Vorhandensein allein auf eine miRNA-vermittel-
te Funktionalität zu schießen. Zudem erscheint bereits auf Ebene der mRNA die Expression 
von Drosha im mutationstragenden Tumorfall nicht relevant beeinflusst.
Beim Magenkarzinom konnte bislang kein sicherer Zusammenhang zwischen Mikrosatelli-
tenstatus und Drosha-Expression nachgewiesen werden. Trotz zahlreicher Analogien zum 
kolorektalen Karzinom gibt es auf molekularbiologischer Ebene offenbar relevante Unter-
schiede zum Magenkarzinom.
Die Analyse der am Patientengesamt- oder -teilkollektiv durchgeführten immunhistochemi-
schen Färbungen lässt zusammenfassend keine prognostisch oder bislang therapeutisch re-
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levanten Schlussfolgerungen zu. Die Expression von WNK1 und GNAS1 eignen sich somit 
nach den Ergebnissen dieser Arbeit nicht als Biomarker für das Gesamtüberleben oder an-
dere für den Verlauf der Erkrankung maßgeblichen klinischen Falldaten wie beispielsweise 
Metastasierung oder Tumorstadium. Bei Fehlen eines entsprechenden statistischen Zu-
sammenhangs mit den gängigen Parametern, wie Metastasierung, Tumorgröße, Erkran-
kungsstadium oder Gesamtüberleben, ist auch eine Beeinflussbarkeit des Erkrankungsver-
laufs durch Auswahl von WNK1 oder GNAS1 als therapeutische Targets nach aktuellem 
Kenntnisstand eher nicht erfolgversprechend. Obwohl die GNAS1-Expression in der Immuo-
histochemie keine Bedeutung im prognostischen Sinne hat, stellten Alakus, Mönig et al., 
einen grenzwertig signifikanten Zusammenhang zwischen dem Vorliegen des häufigen 
GNAS1-Polymorphismus T393C und einem schlechten Gesamtüberleben bei Magenkrebs 
fest.64 Zum genaueren Verständnis dieses Sachverhalts wären funktionelle Studien der mit 
GNAS1 verknüpften Signalproteine und deren zellulären Zielstrukturen und -funktionen wün-
schenswert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein hoher IHC-Score für WNK1 
und Mikrosatelliteninstabilität eine signifikante Korrelation aufweisen (p=0,022).  Möglicher-
weise analog hierzu ist eine entsprechende Assoziation zwischen der Überexpression des 
Proteins DUSP4, welches als MAP-Kinase-Phosphatase ebenfalls eine Rolle bei der Regula-
tion des MAP-Signalweges spielt, zum Mikrosatellitenstatus beim kolorektalen Karzinom  be-
reits hergestellt worden.28 Möglicherweise spielt WNK1 folglich auch eine Rolle bei der Regu-
lation MSS/MSI-relevanter Gene. Methodisch einschränkend erscheint die mangelnde Ver-
gleichbarkeit der einzelnen Immunfärbungen mit unterschiedlichen kommerziell erhältlichen 
Drosha-Antikörpern. Dies deckt sich mit den völlig unterschiedlich zur Darstellung kom-
menden Western Blots zweier verwendeter Antikörper. 
4.4. Bisherige Erfolge bei der Suche nach einzelnen Biomarkern
NGS ist eine Methode, die zwar molekulargenetische Untersuchungen als umfassendes 
Screening der SNP-Landschaft erlaubt, jedoch sind trotz intensiver Forschung keine einzel-
nen SNPs mit klinischer Relevanz für die Therapie gefunden worden. Her2/neu, dessen Be-
deutung jedoch nicht primär über die Sequenzierung des ERBB2-Gens entdeckt wurde, bil-
det mit einigen einzelnen Biomarkern, z.B. den Proteinen VEGFR2, Troy und PD-L1, eine 
Ausnahme. Die Entdeckung der Relevanz dieser Biomarker gelang jedoch mithilfe der Im-
munhistochemie und fußt nicht auf der NGS-basierten Detektion von SNPs. Wie auch bei 
Her2/neu konnte die Expression von Troy und PD-L1 jüngst mit dem Gesamtüberleben der 
untersuchten Population von Magenkrebs-Fällen korreliert werden.25,85 Für PD-L1-Antikörper 
sind zudem beim Urothelkarzinom im Rahmen einer in Nature veröffentlichten Phase-1-Stu-
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die vielversprechende Therapieerfolge beschrieben worden.86 Es bleibt Gegenstand der For-
schung, in wie weit diese sich auch beim Magenkrebs innerhalb von neuen Klassifikations-
systemen einsetzen lassen und ob einige dieser potenziellen Ziel-Moleküle sich tatsächlich 
für die therapeutische Nutzung im Rahmen einer zielgerichteten Therapie eignen. 
4.5. Schlussfolgerung
Aktuell ist ein Trend zur NGS-basierten Routinediagnostik in der Molekularpathologie zu be-
obachten. Die Ergebnisse dieser Arbeit führen jedoch vor Augen, dass mit NGS nachgewie-
sene SNPs beim Magenkarzinom nicht ohne weiteres für einen ganzen Tumor oder gar eine 
Erkrankung als valide angenommen werden können. Dies hat zum einen methodische Grün-
de, zum anderen ist beim Magenkarzinom eine räumlich und zeitlich aufgelöste genetische 
Variabilität anzunehmen und inzwischen auch für mehrere Gene (HER2/neu, MET, PIK3CA) 
von der Arbeitsgruppe um Prof. Röcken belegt worden.87 Nachfolgende Studien der Arbeits-
gruppe und deren Herangehensweise bei  Validierungsstudien beruht maßgeblich auf Er-
kenntnissen, die im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit gewonnen worden waren. Die De-
tektion tumorspezifischer SNPs erfordert daher ein hohes Maß an Sensitivität und Spezifität 
bei der Detektion, was die aktuelle NGS-Technologie an ihre Grenzen führt. Zudem ist auch 
bei der Bestätigung eines SNP durch konventionelle Sequenziertechnologie noch keine Aus-
sage über die tatsächliche translationelle Relevanz bzw. die Expression des betroffenen 
Gens möglich, wie die Sequenzierung der cDNA am Beispiel von DROSHA und vor allem die
Immunhistochemie von GNAS1 und Drosha gezeigt haben. Folglich bedarf es bei der Erfor-
schung neuer tumorgenomischer Varianten unbedingt sorgfältiger Validierungsstudien, in wie
fern eine Variante auch tatsächlich phänotypisch bzw. funktionell relevant ist. NGS-gestützte 
Sequenzierungen haben bei Keimbahnmutationen bereits ein hohes Maß an Zuverlässigkeit 
erreicht. Die Verifizierung über andere Sequenziertechnologien wird nur in speziellen geno-
mischen Regionen oder Fragestellungen empfohlen.3,75 Diese Sicherheit darf keinesfalls 
auch bei somatischer Mutationsdiagnostik, wie der hier durchgeführten, für gegeben erachtet
werden.
4.6. Ausblick
Es bleibt beim Magenkarzinom somit besonders herausfordernd, neue Therapieansätze und 
prognostische Marker zu etablieren. Für andere Tumorentitäten, beispielsweise für das Mam-
makarzinom, gibt es bereits Ansätze, frei im Blut zirkulierende, also nicht-zelluläre Tumor-
DNA durch NGS zu sequenzieren und therapeutische Targets, beispielsweise Mutationen in 
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Her2/neu beim Mammakarzinom, zu identifizieren.76 Da gegenwärtig aber nur der immunhis-
tochemisch und in situ-Hybridisierung geführte Nachweis der Her2/neu-Überexpression 
entscheidungsrelevante Größe ist, haben diese neuen Ansätze noch keinen Stellenwert in 
der klinischen Routine erlangt.
Bei der auch beim Magenkarzinom bereits etablierten zielgerichteten Antikörper- oder Small-
Molecule-Therapie gilt es zu bedenken, dass diese mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht im ge-
samten Tumor eine identische Wirksamkeit erlangen kann. Dies hat unweigerlich auch die 
Selektion resistenter Zellklone zur Folge, was vermutlich mitursächlich für die bislang eher 
geringe Überlebenszeitverlängerung durch „Targeted Therapy“ ist. Während aktuell in der 
Regel nur einzelne therapeutische Targets für die individualisierte Therapie genutzt werden, 
werden zukünftig vermutlich Kombinationstherapien etabliert werden, die ein niedrigeres Ri-
siko einer schnellen Resistenzbildung bergen.77
Bei der zukünftigen therapeutischen und prognostischen Einordnung des Magenkarzinoms 
erscheint es auch aufgrund dieser genetischen Heterogenität sinnvoll, die Klassifikationssys-
teme nicht an einzelnen Biomarkern im Sinne von Mutationen oder der Expression von Ein-
zelproteinen festzumachen, sondern vielmehr mit molekulargenetischen Profilen zu arbeiten,
da diese die tumorbiologische Realität vermutlich besser abbilden können. Zudem spielt 
möglicherweise die Immunologie des Tumors hier eine übergeordnete Rolle.25 Weiterhin gibt 
es Hinweise darauf, dass sich die immunologischen Profile des Magenkarzinoms auch zwis-
chen asiatischen und kaukasischen Bevölkerungsgruppen unterscheiden.25,78
Der rasante Zugewinn diagnostisch und therapeutisch wertvoller genetischer Informationen 
wird zukünftig kaum ohne den konsequenten Ausbau einer vernetzten Daten-Infrastruktur 
und molekularer Tumorboards auskommen. Eine im April 2017 von der Deutschen Gesell-
schaft für Pathologie herausgegebene Pressemeldung spricht vom „Vormarsch“ molekularer 
Tumorboards. Sie thematisiert aber auch künftige und aktuelle Herausforderungen, zu denen
besonders Qualitätsstandards, die Schaffung neuer Studienkonzepte und die Etablierung 
von durch das Gesundheitssystem finanzierbaren Therapien in der Praxis zählen.88
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5 .  Z U S A M M E N F A S S U N G
Next Generation Sequencing ist eine Methode, die einen zunehmenden Stellenwert bei der  
Erforschung tumorspezifischer Mutationen erlangt hat. Durch den Vormarsch zielgerichteter 
Therapieformen zur Behandlung unterschiedlicher Malignome, einschließlich des Magenkar-
zinoms, werden große Hoffnungen in die Identifikation neuer therapeutischer Zielstrukturen 
für die Pharmakotherapie gesetzt. Zudem erlauben genetische Einzelmarker oder Profile, 
Aussagen zur Prognose und zu weiteren tumorbiologischen Eigenschaften eines Tumors zu 
treffen.
Zu Beginn dieser Arbeit lagen noch kaum Daten aus Hochdurchsatzsequenzierungen von 
Magenkarzinomen vor. Vor der Zielsetzung, Erkenntnisse über die Validität der Methodik zu 
gewinnen, wurde zunächst eine immunhistochemische Validierung von Literaturdaten vorge-
nommen. Eine Veröffentlichung von Zang et al.27 ließ auf eine hohe Mutationsfrequenz in ei-
nigen Kinase-Genen schließen, besonders häufig wurden Mutationen in WNK1 beschrieben. 
Über den MAP-Kinase-Signalweg erschien eine mögliche Relevanz für die Pathobiologie des
Magenkarzinoms plausibel, sodass in einem ersten Ansatz zunächst eine immunhistochemi-
sche Untersuchung eines größeren Kollektives an Magenkarzinomen (n= 470) erfolgte. Die-
se lieferte keinerlei Hinweis auf das Vorliegen einer relevanten Korrelation zwischen der Ex-
pression von WNK1 und klinisch-pathologischen Patientencharakteristika. In einem zweiten 
Ansatz erfolgte im Sinne einer Proof-of-Principle-Studie die Validierung von Daten aus einer 
Whole Exome – und einer anschließenden Whole Genome Sequenzierung. Diese wurden 
parallel im Rahmen einer Kooperation mit dem Kieler Institut für Klinische Molekularbiologie 
durchgeführt. Zunächst konnte überraschend festgestellt werden, dass die Daten aus dem 
Whole Exome Sequencing mit konventioneller Sequenziertechnik nicht reproduzierbar wa-
ren, was erst gelang, als die Daten des Whole Genome Sequencing in die bioinformatische 
Analyse einbezogen und die Filterkriterien in Hinblick auf die Datenqualität deutlich strenger 
gewählt worden waren. Nach der genetischen Validierung von Mutationen in insgesamt 5 
Genen wurden zwei Kandidaten anhand ihrer bekannten tumorbiologischen Relevanz aus-
gewählt und stufenweise weiteren Untersuchungen unterzogen. Hierbei zeigte sich für den 
ersten Kandidaten DROSHA bei bestätigter Mutation keinerlei Hinweise auf eine Verände-
rung der Expression auf mRNA-Ebene. Weiterhin zeigten sich keine relevanten Korrelationen
zu klinischen Falldaten in der Immunhistochemie. Ergänzend konnte für den mutationstra-
genden Fall keine Veränderung des Expressionsmuster im Western Blot festgestellt werden. 
Schließlich fanden sich über die Quantifizierung der von DROSHA prozessierten miRNAs 
auch keine Hinweise auf eine funktionelle Relevanz der vorliegenden Mutation. Für die 
zweite ausgewählte Mutation in GNAS1, die näherer immunhistochemischer Studien am Ge-
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samtkollektiv unterzogen wurde, zeigte sich ebenfalls kein Beweis, dass eine unterschiedli-
che Expression von GNAS1 einen Einfluss auf die Prognose oder sonstige klinisch relevante
Parameter hat. 
Aus den Ergebnissen des hier verfolgten mehrstufigen Ansatzes lässt sich schlussfolgern, 
dass NGS-Daten unbedingt einer sorgfältigen Validierung auf genetischer und Expressions-
ebene bedürfen, bevor sich Aussagen über die tatsächliche tumorbiologische Relevanz tref-
fen lassen. Weiterhin liefert die Arbeit auch weitere Indizien dafür, dass es sich beim Ma-
genkarzinom um eine zeitlich und räumlich stark heterogene Tumorentität handelt, was in-
zwischen durch weitere Ergebnisse der Arbeitsgruppe gut belegt werden konnte. 
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